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3.Povzetek raziskovalnega projektal

SLO

Odpornost bakterij proti antibiotikom je v veterinarski medicini postala velik problem tako pri
ekonomskih kot tudi pri ljubiteljskih vrstah zivali. Pri zivalih, ki so namenjene za prehrano
ljudi, imajo velik zoonoti¢ni pomen proti meticilinu odporne bakterije Staphylococcus aureus
(Livestock-Associated ali LA-MRSA), enterobakterije, ki izloCajo betalaktamaze z razsirjenim
spektrom delovanja (ESBL) in proti karbapenemom ter proti kolistinu odporne bakterije. V
nasi raziskavi smo pregledovali vzorce v objektih za rejo gospodarskih zivali v zadnjih dneh
reje in ob klanju Zivali. Vse vzorce smo preiskali po laboratorijskih protokolih za usmerjeno
izolacijo proti meticilinu odpornih bakterij S. aureus (MRSA), proti vankomicinu odpornih
enterokokov (VRE) in proti aminoglikozidom v visokih koncentracijah odpornih enterokokov
(HLAR). Med enterobakterijami smo preiskovali prisotnost E. coli z razSirjenim spektrom
betalaktamaz (ESBL/AmpC), E. coli s karbapenemazami in z odpornostjo proti kolistinu.
Preiskali smo razli¢ne okoljske vzorce s farme za purane in kasneje iz klavnice, kamor so Sle
zivali v zakol. Na farmi smo izolirali le E. coli ESBL na dveh mestih, kasneje na klavnici pa E.
coli AmpC na treh razlicnih mestih. Rezultati preiskav na ostale odporne bakterije so bili
negativni, zato menimo, da reje puranov niso zelo problemati¢ne, potrebna pa je pazljivost,
da ne pride do kontaminacije z E. coli na klavnici.

Za ugotavljanje sledenja morebitne kontaminacije Zivali med procesom klanja smo
pregledali brise piS¢ancev brojlerjev in okolja na perutninski klavnici, kjer so v enem dnevu
opravili zaporedno klanje Zivali s treh razlicnih farm. Na ta nacin smo Zeleli ugotoviti, kaksna
je na klavnici verjetnost kontaminacije perutninskega mesa z odpornimi bakterijami, ki so
ostale na liniji klanja po predhodnem klanju. Ugotovili smo, da je velika verjetnost prenosa
E. coli AmpC iz klavniskega okolja na trupe pisCancev, vendar zaradi velike raznolikosti
izolatov tega nismo mogli neposredno dokazati. Iz vzorcev perutnine je bil doslej pridobljen
tudi izolat MRSA in dva identi¢na izolata VRE.

Na prasiCerejski farmi smo ugotovili prisotnost MRSA iz vecine vzorcev, E. coli ESBL pa iz
vzorcev, povezanih s fekalno kontaminacijo. Identi¢ne izolate smo ugotovili tudi iz vzorcev, ki
smo jih izolirali kasneje na klavnici, zato sklepamo, da vecina odpornih bakterij v klavnico
pride z zivalmi ob vsakokratnem klanju. Mozen pa je tudi prenos bakterij pri obdelavi klavnih
trupov 0z. ob neupostevanju vseh predpisanih postopkov med klanjem.

Verjetnost prenosa odpornih bakterij med razlicnimi vrstami zivali smo preucevali na
posestvu z mesano populacijo in ugotovili smo prvi primer MRSA pri teletih v Sloveniji, pri
prasic¢ih pa prvi primer kolonizacije z bakterijo MRSA, pri kateri je bil za odpornost odgovoren
gen mecC.

Vsi omenjeni problemi imajo lahko zelo velik vpliv na zdravje ljudi, zato jih je mogoce
reSevati le z odgovornim in usklajenim delom vseh vpletenih strok.

ANG

The antimicrobial resistance has become a major problem in the veterinary medicine, both in
economic and in pet animals. In the food-producing animals, a great zoonotic impact has
been shown by the methicillin-resistant Staphylococcus aureus (Livestock-Associated, LA-
MRSA), enterobacteria that are producing the extended spectrum beta-lactamases (ESBLs)
and bacteria resistant to carbapenems and colistin. In the scope of our study, samples from
the animal breeding facilities in the last days of rearing were inspected in addition to the
samples from the slaughtering. All the samples were tested according to laboratory
protocols for the isolation of meticillin-resistant S. aureus (MRSA), vancomycin-resistant
enterococci (VRE) and high-level aminoglycoside-resistant enterococci (HLAR). Among the
enterobacteria, the presence of E. coli ESBL/AmpC, E. coli with carbapenemases and the
colistin resistance were inspected.

The various environmental samples from the turkey farm and later from the affiliated
slaughterhouse were inspected. At the farm, only E. coli ESBL was isolated from two
sampling sites, and later in the slaughterhouse E. coli AmpC from three different locations.
The results of the tests for other resistant bacteria were negative; therefore, it can be
concluded that the turkey breeding farms are not very problematic, but cross contamination
with E. coli should be avoided.

To find a possible contamination during the slaughtering, samples were collected from
broilers and from surfaces where slaughtering of animals from three different farms was
performed in the same day. In this manner, we aimed to determine the probability of
contamination of poultry meat with resistant bacteria that remained on the slaughter line
after the previous slaughtering. There is a high probability of transmitting E. coli AmpC from
the abattoir environment to chicken carcasses, but due to the high variety of isolates this
could not be directly confirmed. In addition, one MRSA isolate and two identical VRE isolates
were also obtained from the poultry samples.

At the pig farm, the presence of MRSA was detected in most of the samples, and also E. coli
ESBL from samples associated with faecal contamination. Identical isolates were found from
slaughterhouse samples, thus it can be concluded that most of the resistant bacteria are
probably introduced from the animals at each slaughtering. Bacterial contamination during
the manipulation of pig carcasses or due to failing the compliance with all prescribed
slaughtering procedures is also possible.
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Transmission of resistant bacteria among different animal species was studied at a mixed-
animal farm. Surprisingly, the first case of MRSA in calves in Slovenia was discovered, and a
first case in pigs of colonization with MRSA harbouring the mecC resistance gene.

All these problems can have a tremendous impact on the human health, thus they can be
solved only with a responsible and coordinated work of all the involved professions.

4.Porodilo o realizaciji predloZzenega programa dela oz. ciljev raziskovalnega projekta2

Na podlagi rezultatov nase raziskave menimo, da so moznosti za prenos odpornih bakterij
prisotne na veliko mestih v ¢asu reje, transporta in klavnice, obstajajo pa dololene razlike
glede verjetnosti prenosa posameznih vrst odpornih bakterij.

1.0predelitev kriticnih mest, kjer odporne bakterije vstopajo v prehransko verigo

Prva kriti¢na tocCka so Zivali, ki pridejo na klavnico iz rej z zelo razli¢no bakterijsko
mikrobioto, ki smo jo predhodno preverili vzoréenjem na farmi, tik pred predvidenim klanjem.
Po klanju smo iz ¢revesne vsebine izolirali E. coli AmpC, enako tudi na nozu za evisceracijo in
trupu pred hlajenjem. Preverili smo tudi moznost kontaminacije mesa preko delavca, ki
najprej sodeluje pri zakolu in nato pri obdelavi mesa. Mesarji imajo imeti na vsakem
delovnem mestu sterilizator z vroco vodo za razkuzZevanje noza, vendar vode obcasno
zmanjka ali ima prenizko temperaturo. V klavnici za prasi¢e smo v umazani bazenski vodi za
garanje izolirali E. coli ESBL, vendar so brisi trupov negativni, kar je zasluga boljSe,
vertikalne metode garanja, kjer se umazana voda izteka neposredno v odpadno vodo.
MRSA smo ugotovili v vecini vzorcev v rejah prasi¢ev, na transportnem kamionu in na
klavnici v vseh nosnih brisih zaklanih prasi¢ev, na brisih trupov po omamljanju in na trupih
pred hlajenjem. Vsi izolati so imeli rezistotip, znacilen za LA MRSA, pripadali pa so tipu spa
to11.

V reji puranov in iz vzorcev na perutninski klavnici, MRSA ni bil ugotovljen v nobenem
primeru. Vendar pa je bil MRSA (spa tip t011) izoliran na perutninski klavnici (voda iz
skubilnika), kjer so bili zaporedno klani brojlerji iz treh razlicnih rej. Na posestvu z mesano
populacijo zZivali (govedo, konji, koze, prasici, perutnina) je bil MRSA ugotovljen pri teletih in
svinjah. Ker smo pri svinjah ugotovili izolat, ki je imel rezisten¢ni gen mecC, nismo mogli
potrditi medsebojne povezave.

Enterokoki so bili izolirani iz veline vseh vzorcev, ne glede na zivalsko vrsto ali mesto
vzorcenja. Glede odpornosti proti vankomicinu je situacija zelo dobra, ker smo odporne seve
izolirali samo iz dveh vzorcev vode v parilniku na perutninski klavnici, kjer je Slo ocitno za
klavnisko kontaminacijo. Oba izolata sta bila odporna proti vankomicinu in teikoplaninu
zaradi rezistenCnega gena vanA. Med ostalimi enterokoki so bili povsod izolirani E. hirae, E.
faecium in E. faecalis, ki kazejo razlicno stopnjo odpornosti proti antibiotikom.

E. coli z ESBL smo v reji puranov ugotovili le v hlevskem prahu na ventilatorjih in okenskih
policah. Oba izolata sta imela identiCen rezistotip, ki je bil fenotipsko odporen Se proti
drugim skupinam antibiotikov (proti trimetoprimu in trimetoprim/sulfametoksazolu,
tetraciklinu in fluorokinolonom). Na klavnici so bili odporni sevi E. coli izolirani le iz brisov kletk
s purani, vsebine Crevesa in s trupov pred hlajenjem. Vsi klavniski izolati so imeli identi¢en
rezistotip, E. coli AmpC, in so torej pripadali drugacnemu tipu kot farmska izolata. Na klavnici
za perutnino po zaporednem klanju brojlerjev iz treh razli¢nih rej je bilo pregledanih 19
skupin vzorcev. Vzorci prve farme pred zakolom so bili negativni na ESBL/AmpC, vsi naslednji
vzorci pa pozitivni. Vzorci vseh treh farm so bili pozitivni na liniji klanja po evisceraciji, trupi
pred hlajenjem in po hlajenju. Vsi izolati so imeli identi¢en rezistotip (E. coli AmpC), zato bi
lahko sklepali, da je slo za kontaminacijo na klavni liniji.

V reji prasic¢ev smo iz vecline vzorcev okolja izolirali E. coli ESBL/AmpC. z identi¢nim
rezistotipom. Tudi na klavnici smo E. coli ESBL izolirali iz vecine okolja, ne pa na brisih trupov
prasiCev po omamljanju in po evisceraciji ali brisih nozev veterinarjev. Negativni so bili vsi
brisi trupov prasicev pred hlajenjem. Na posestvu z meSano populacijo zivali E. coli z ESBL
AmpC ni bil ugotovljen.

2. Tipizacija izoliranih sevov in prouditev, ali so zivalski sevi bakterij ze prisotni v
populaciji ljudi v Sloveniji in na kaksen nacin prihaja do morebitnih okuzb.

V Sloveniji trenutno tipizacija odpornih bakterij ni del rutinskega diagnosticnega postopka
(ne v humani in ne v veterinarski medicini), ker so preiskave zelo drage in nimajo
neposrednega pomena za zdravljenje ljudi in zivali. Izvajajo se samo v primerih izbruhov, ko
je potrebno epidemiolosko sledenje in ugotavljanje vira okuzb.

Vzorci prasSicev v zacetni fazi klanja so bili pozitivni na prisotnost izolatov MRSA, kasneje smo
izolate MRSA izolirali iz brisov trupa pred hlajenjem. Take rezultate pripisujemo naknadni
kontaminaciji. Trupi prasi¢ev se po obdelavi prezagajo na polovico. Zaga potuje tudi preko
nosnih pretinov rilca in se tako kontaminira z bakterijami MRSA. Kasneje pa se trupi, ko
potujejo po liniji, med seboj dotikajo, tako z zunanje kot tudi notranje strani. Druga
moznost pa je, da temperatura vode za garanje trupov ne unici vseh bakterij MRSA.
Rezultati tipizacij izolatov so podani v prejsSnjem poglavju 1, skupaj z rezultati antibiogramov
in v poglavju 4.

3. Proucevanje ali je kontaminirana hrana lahko nosilec Sirjenja crevesnih in zunaj-
¢revesnih okuzb pri ljudeh.

Pregledali smo vzorce mesa prasSic¢ev (klavne polovice) in brojlerjev (cele trupe) v kon¢ni fazi,
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ko so ze pripravljeni za prodajo oz. za neposredno prehrano ljudi. Po pricakovanjih smo E.
coli ESBL/AmpC dokazali na trupih brojlerjev in MRSA na klavnih polovicah prasicev.

Podatki o vlogi zivali, kot neposrednemu viru okuzb z odpornimi enterobakterijami, so
zaenkrat Se mnogo manj zanesljivi, kot podatki o prenosu MRSA. Tudi v primeru E. coli
imamo v Sloveniji vecji delez prebivalcev, ki so bolniki ali nosilci E. coli ESBL/AmpC, vendar
neposredni prenos doslej Se ni bil zanesljivo dokazan.

4. Molekularna tipizacija veckratno odpornih enterobakterij (predvsem tipa
ESBL/AmpC) oz. ugotavljanje njihovih genov za odpornost in patogenost.

V nasem projektu smo z molekularnimi metodami izolirali gene za encime ESBL iz skupine
CTX-M1 in CTX-M2, AmpC in encime BSBL iz skupine TEM. Tako smo pri puranih, prasicih in
teletih izolirali gene za encime iz skupine CTX-M1, pri bojlerjih pa iz skupine CTX-M2. Po
literaturi so gene za encime iz skupine CTX-M2 ze izolirali iz slovenskih brojlerjev (Ambrozic
Avgustin in sod., 2012). E. coli AmpC smo izolirali samo pri perutni, in sicer v viSjem odstotku
pri brojlerjih kot puranih. Vsi izolati E. coli AmpC pa so bili iz vzorcev, odvzetih na klavnici, kar
nakazuje, da izolati AmpC krozijo v klavnicah za perutnino in to okolje predstavlja tveganje
za prenos odpornih sevov na hrano. Gen za encim iz skupine TEM smo izolirali pri vseh ESBL
pozitivnih vzorcih pri prasicih na klavnici in v viSjem odstotku tudi pri brojlerjih. Brojlerji
imajo, najverjetneje zaradi sistema reje, bolj pogosto E. coli ESBL iz skupine CTX-M2.
Tipizacija odpornih bakterij je povezana z zelo velikimi materialnimi stroski, zato Se ni del
rutinskega diagnosticnega postopka. Za analizo stanja odpornosti ni zadostno le
spremljanje fenotipskih znacilnosti izolatov, kar nam omogoca izdelava antibiograma po
mikrodilucijski metodi. S pomocjo molekularnih metod smo pripomogli tudi k razumevanju
prevalence in mehanizmov odpornosti bakterij proti izbranim protimikrobnim snovem. Na
osnovi tega smo lahko ovrednotili tveganje za razvoj navzkrizne odpornosti proti razli¢nim
protimikrobnim zdravilom in tudi drugim, nesorodnim protimikrobnim snovem.

Pojav odpornosti proti betalaktamskim antibiotikom so odkrili Se pred zacetkom klini¢ne
uporabe prvega betalaktamskega antibiotika penicilina (Bradford, 2001). Leta 1963 je bila
prvic izolirana proti ampicilinu odporna E. coli, odpornost ji je omogocil encim betalaktamaza
TEM-1, ki je kodiran na plazmidu. Tako se je odpornost razsirila v Stevilne vrste druzine
Enterobacteriaceae in nekatere druge bakterije. Produkcija betalaktamaz tipa AmpC pa ni
samo plazmidno kodirana, ampak je lahko posledica kromosomske hiperprodukcije zaradi
mutacije v promotorski/supresorski regiji.

Encimi iz skupine CTX-M pa predstavljajo v stevilnih drzavah najpogostejsi vzrok odpornosti
enterobakterij proti cefalosporinom. Primarni gostitelj je bakterija vrste E. coli (Woodford,
2010). V Sloveniji iz zivil Zivalskega izvora najpogosteje izoliramo CTX-M1, v nizjem odstotku
tudi CTX-M2 in CTX-M9 (Ambrozi¢ Avgustin in sod., 2012; Krizman in sod., 2017).

5. Ugotavljanje morebitne prisotnosti enterobakterij, ki izlocajo karbapenemaze in
njihova molekularna tipizacija.

Kljub zelo velikemu Stevilu pregledanih vzorcev, nismo v nobenem primeru ugotovili
prisotnosti bakterij E. coli s sposobnostjo izlo¢anja karbapenemaz, kar kaze na dobro stanje
na tem podrocju v populaciji slovenskih rejnih zivali. Zaradi odsotnosti izolatov molekularna
tipizacija ni bila mogoca, vendar pa smo v okviru projekta vzpostavili sistem molekularne
tipizacije proti karbapenemom odpornih enterobakterij. Enterobakterije, ki izlo¢ajo
karbapenemaze, predstavljajo hud problem v humani medicini, kjer karbapenemi
predstavljajo zelo pomembno skupino rezervnih antibiotikov. V Sloveniji Ze nekaj let
izvajamo monitorning na razli¢nih vzorcih zZivali (tudi na mesu) in doslej Se nismo izolirali
seva E. coli, ki bi izlo¢al karbapenemaze.

6. Priprava sheme za redni monitoring ugotavljanja veckratno odpornih bakterij pri
Zivalih in v Zivilih ter uvedbo vseh potrebnih metod za molekularno tipizacijo.
Diagnosticni protokoli, ki so bili uporabljeni za preiskave vzorcev v okviru nasega projekta so
sodobni in popolnoma usklajeni z evropskimi, zato je na tem podrocju stvar popolnoma
urejena. Uvedene metode pa se izjemno hitro dopolnjujejo in modernizirajo, zato je
potrebno stalno slediti novim trendom. Osnova za ugotavljanje odpornih bakterij so
usmerjene izolacijske metode za posamezne vrste bakterij, za fenotipsko potrditev pa Se
vedno mikrodilucijska metoda, ki je natan¢na in informativna, poleg tega pa je tudi
priporoCena s strani centralnih referencnih laboratorijev.

V primerih izbruhov ali ugotavljanja vira okuzb (predvsem kadar bo utemeljen sum, da je vir
okuzbe hrana) pa bodo molekularne tipizacijske metode nepogresljive.

Zaradi potrebnih specialnih znanj in zelo drage opreme pri¢akujemo, da bo molekularna
diagnostika za tipizacijo posebno odpornih bakterij ostala omejena le na specializirane
laboratorije, predvsem na Nacionalni referencni laboratorij za odpornost proti
protimikrobnim zdravilom. Poenotenje metodologije bo omogocilo popolno primerljivost
rezultatov, tako znotraj Slovenije kot tudi z drzavami EU.

7. Priprava podlag za smernice za omejevanje Sirjenja veckratno odpornih bakterij
preko Zivil Zivalskega izvora in njihova predstavitev za zainteresirano javnost

Ugotovili smo, da so razlicne Zivalske vrste imele odporne bakterije iz razli¢nih skupin, zato
smo pri pripravi smernic uporabili razli¢en pristop. Za perutnino in perutninske klavnice so
bolj prevalentne bakterije z encimi ESBL/AmpC, medtem ko so pri prasi¢ih bolj prevalentni
izolati MRSA. V obeh primerih so rezultati dobra podlaga za smernice za nosilce Zivilske
dejavnosti (klavnice). V raziskavi smo dobili podatke, katera so tista kritichna mesta, kjer
lahko bakterija prehaja iz zivali na meso. Taka kriticna toCka je evisceracija, ker smo enak
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rezistotip bakterij izolirali iz Crevesja in brisov trupov pred hlajenjem. Nasli smo tudi kriti¢na
mesta, ki so Zze sedaj podvrzena kontroli, tako s strani uradnih veterinarjev kot tudi samih
nosilcev zivilske dejavnosti, pa smo prav tako izolirali bakterije, ki so odgovorne za
kvarjenje mesa. Brisi so bili odvzeti med delovnim procesom, a so bili v istem Casu odvzeti
tudi brisi noZzev uradnega veterinarja in so bili negativni. V nasi raziskavi pa smo dokazali,
da so nekateri tehnoloski postopki boljsi od drugih in lahko damo smernice za gradnje novih
klavnic v prihodnosti.

5.0cena stopnje realizacije programa dela na raziskovalnem projektu in zastavljenih
raziskovalnih ciljev3

V okviru projekta smo pridobili Stevilne nove informacije in znanstvena spoznanja o
pojavnosti, vrsti in lastnostih izolatov bakterij s posebnimi oblikami odpornosti, pridobljenimi
iz zivali, farmskega okolja in okolja klavniSke industrije. Pri tem so sodelovali raziskovalci iz
vseh sodelujocih institutov in se ob tem dodatno izpopolnjevali in usposabljali.

S posodobitvijo diagnosti¢nih postopkov lahko ponudimo Sirsi spekter preiskav za izolacijo
odpornih bakterij (npr. izolacija proti kolistinu odpornih enterobakterij z usmerjeno preiskavo
na selektivnih gojiscih), testiranja obcutljivosti oz. odpornosti ter molekularnih metod (npr.
dokazovanje genov za odpornost proti karbapenemom).

IzboljSanje obstojecega informacijskega sistema/podatkovnih baz je bilo posebno oditno pri
oblikovanju skupne arhivske zbirke posebno odpornih bakterij in postavitvi SirSe baze
podatkov.

Z rezultati preiskav smo seznanili partnerje na projektu in stranke, od katerih smo pridobili
vzorce oz. izolate odpornih bakterij, SirsSi strokovni javnosti in pristojnim upravnim sluzbam.
Podatki so bili posredovani v obliki seminarjev, permanentnih izobrazevanj, strokovnih
posvetovanj in objav v domaci in tuji strokovni literaturi in javni predstavitvi ob zakljucku
projekta.

Pregledovali smo veliko razli¢nih vzorcev, ki so se razlikovali tako po vrsti, kot tudi velikosti,
konsistenci in drugih lastnostih, zato je bilo potrebno nekatere standardne metode delno
modificirati oz. prilagoditi vrsti in velikosti vzorca. Zaradi tega so bile posredno ali
neposredno vpeljane ali izboljSane posamezne diagnosti¢cne metode. Prilagodili smo
postopek za izolacijo odpornih bakterij iz vode z modificiranim postopkom filtracije in
postopek za izolacijo odpornih bakterij iz zraka.

Na podlagi ocene stanja glede pogostnosti pojavljanja odpornih bakterij v izbranih vzorcih
smo svetovali pri izboljSanju tehnologij v smeri vecje varnosti Zivil.

Svetovanja smo izvajali, kadar smo obravnavali ve¢je povezane problematike, najveckrat pri
svetovanju delavcem in veterinarjem kako ravnati na farmah prasicev, kjer je ugotovljena
kolonizacija zivali z MRSA. Na podlagi tipizacije z molekularnimi metodami smo pomagali pri
sledenju virov okuzb in predlagali ukrepe za preprecevanje nastanka novih okuzb.

V okviru dodiplomskega izobraZzevanja za studente veterinarstva smo v okviru predmeta
Mikrobiologija in parazitologija povecali Stevilo ur v zvezi s preudarno rabo antibiotikov in
spremljanja odpornosti bakterij, kar se kaze v vecji osvesCenosti novih generacij
veterinarjev. Rezultati projekta kazejo smernice, kako zmanjsati kontaminiranost zivil
Zivalskega izvora z odpornimi bakterijami in povecati osvescenost oz. znanje potrosnikov v
smeri varnejSe priprave hrane, kar bo imelo vpliv na varovanje zdravja in razvoj
zdravstvenega varstva.

6.Spremembe programa dela raziskovalnega projekta oziroma spremembe sestave
projektne skupine?

Cilji projekta so bili dosezeni v celoti, v posameznih delih pa celo presezeni. V nacrtu je bilo
proucevanje prenosa odpornih bakterij s perutninske farme na klavnico za belo meso ter s
prasi¢je farme na klavnico za rdece meso. V zadnjem delu projekta pa smo dobili priloznost
odvzema vzorcev ob klanju telet, pri katerih smo nepricakovano izolirali MRSA, zato smo se
odlocili Se za vzorCenje cele kmetije, s katere so teleta izvirala. Nasa odlocCitev se je izkazala
za zelo utemeljeno, ker smo na ta nacin pridobili zelo zanimive podatke o Sirjenju odpornih
bakterij med Zzivalmi razli¢nih vrst na istem posestvu.

Cilji projekta se niso spremenili, zaradi novih znanstvenih odkritij pa je bila potrebna
dopolnitev predvidenega diagnosticnega postopka. Takoj po prijavi projekta (v zacetku
oktobra 2016) smo iz Evropskega referencnega laboratorija za odpornost bakterij proti
protimikrobnim zdravilom (EURL AMR) prejeli informacijo o odkritju novega gena za
odpornost proti kolistinu in posodobljen protokol za dokaz genov odpornosti. Protokol poleg
znanega gena mcrl predvideva tudi ugotavljanje novega gena mcr2 z metodo multiplex
PCR. Za omenjeno metodo smo prejeli tudi referen¢ne seve, ki smo jih uporabili za validacijo
metode, ki je bila opravljena leta 2017. V Casu trajanja projekta se je zaradi novih odkritij
omenjeni protokol posodobil Se enkrat, vendar zaradi odsotnosti proti kolistinu odpornih
bakterij nova validacija ni bila potrebna.

V obdobju poroc¢anja ni bilo izrazene nobene potrebe po spremembi sestave projektne
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skupine.

7.Najpomembnejsi dosezki projektne skupine na raziskovalnem podro&ju2

Dosezek

1. |COBISS ID

4178810 Vir: COBISS.SI

Naslov |sLo

Vzorci obcutljivosti za antibiotike izolatov Clostridium difficile izoliranih na
druzinskih mlec¢nih kmetijah

ANG

Antimicrobial susceptibility patterns of Clostridium difficile isolates from
family dairy farms

Opis sLo

Pomemben dejavnik tveganja za razvoj okuzbe s Clostridium difficile (CDI)
pri ljudeh in Zivalih je povezan z uporabo protimikrobnih zdravil. Pogosto
so domnevali, da so lahko domace zivali vir C. difficile (CD) za humane
infekcije. Druzinske mlec¢ne kmetije so v EU prevladujoca oblika kmetij. V
Studiji smo z mikrodilucijsko metodo testirali protimikrobno odpornost 159
izolatov CD iz 20 druzinskih kmetij za proizvodnjo mleka. Za testiranje
smo izbrali 19 protimikrobnih agensov. Agensi, ki se uporabljajo za
zdravljenje CDI pri ljudeh (metronidazol, vankomicin, fusidna kislina,
tigeciklin, linezolid), so zavirali in vitro rast CD. Vecina izolatov CD je bila
odporna na eritromicin (93,1%), daptomicin (69,2%) in klindamicin
(46,5%). Visoko stopnjo veckratne odpornosti smo nasli pri ribotipu CD
012 (n=5; 100%), nekaterih CD SLO 060 (n=4; 25%) in enemu CD 033
(n=1; 1,1%), ki izkazujejo nizko prevalenco (10/159; 6,3%). Visoka
stopnja veckratne odpornosti je bila povezana z ribotipi in ne z izvorom
CD. Nizka prevalenca omenjenih ribotipov kaze, da so druzinske kmetije
za proizvodnjo mleka malo verjeten vir CD z veckratno odpornostjo na
protimikrobna zdravila.

ANG

A significant risk factor for developing Clostridium difficile infection (CDI) in
humans and animals is associated with the antimicrobial use. It has often
been hypothesized that farm animals could be the source for human
infection with C. difficile (CD). In EU, family-run dairy farms are the
predominant farming model. In the present study, a total of 159 CD
isolates from 20 family dairy farms were tested with a customized broth
microdilution plate for their antimicrobial resistance against 17 selected
antimicrobials. Antimicrobials which are used for the treatment of CDI in
humans (metronidazole, vancomycin, fusidic acid, tigecycline, linezolid)
inhibited in vitro growth of CD. Most CD isolates were resistant to
erythromycin (93.1%), daptomycin (69.2%) and clindamycin (46.5%). A
high multiple-resistance was found in CD ribotype 012 (n=5; 100%), some
CD SLO 060 (n=4; 25%) and one CD 033 (n=1; 1.1%), showing low
prevalence (10/159; 6.3%). The high multiple-resistance was associated
with ribotypes and not with the origin of CD. The low prevalence of these
ribotypes indicates that family-run dairy farms are an unlikely source of CD
with multiple-resistance to antimicrobials.

Objavljeno v

Blackwell; Zoonoses and public health; 2017; Vol. 64, no. 3; str. 213-221;
Impact Factor: 2.688;Srednja vrednost revije / Medium Category Impact

Factor: 1.119; A": 1; WoS: NN, ZC; Avtorji / Authors: Bandelj Petra, Golob
Majda, Ocepek Matjaz, Zdovc Irena, Vengust Modest

Tipologija

1.01 Izvirni znanstveni ¢lanek

2. [COBISS ID

4552314 Vir: COBISS.SI

Naslov |sLo

Prisotnost in distribucija bakterij Escherichia coli, ki proizvajajo razsirjeni
spekter in AmpC beta-laktamaze na perutninskih kmetijah v Sloveniji

ANG

Presence and distribution of extended-spectrum and AmpC beta-
lactamases-producing Escherichia coli on poultry farms in Slovenia

Namen Studije je bil raziskati prisotnost, porazdelitev in dinamiko bakterij
Escherichia coli, ki proizvajajo razsirjeni spekter beta-laktamaz (ESBL) in
plazmidno kodiranih AmpC beta-laktamaz (AmpC) pri perutnini za
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Opis

SLO

proizvodnjo mesa in v njihovem okolju. V longitudinalno studijo so bile
vkljuCene tri jate rejnih pitovnih pis¢ancev, Stiri jate pitovnih pis¢ancev, ki
so izvirale iz teh rej, ter stiri jate puranov za proizvodnjo mesa. Skupno
smo testirali 349 vzorcev. Vsi okoljski vzorci, zbrani pred namestitvijo
perutnine na kmetije, so bili negativni na ESBL in E. coli, ki proizvaja
AmpC. V opazovanem obdobju pa so E. coli, ki proizvaja ESBL, odkrili v
41/186 vzorcih (22,0%), izolate, ki proizvajajo AmpC, pa v 10,8% vzorcev.
Odporni sevi so veCinoma pripadali E. coli filogenetski skupini Al (36,2%),
sledile pa so D1 (24,1%), B1 (22,4%) in D2 (10,3%). Edini odkriti geni so
bili blaSHV-12, blaCMY-2 in blaCTX-M. Nismo opazili nobenih znacilnih razlik
glede stopnje pojavljanja odpornih sevov v blatu (18,8%), vzorcih zraka
(31,4%) ali organih mrtvih ptic (20,7%). To kaze, da se vzorci zraka lahko
uspesno uporabljajo kot indikator za identifikacijo pozitivnih jat, da bi
preprecili ali zmanjsali navzkrizne kontaminacije v klavnicah.

ANG

The purpose of the study was to investigate the presence, distribution
and dynamics of extended-spectrum beta-lactamases (ESBL) and plasmid-
mediated AmpC beta-lactamases (AmpC) producing Escherichia coli in
meat-type poultry and their environment. Three broiler breeder flocks,
four broiler flocks originating from these breeders, and four meat-type
turkey flocks were included in a longitudinal study. A total of 349 samples
were tested. All environmental samples collected before placement of
birds on the farms were negative for ESBL and AmpC-producing E. coli.
However, during the observation period, the ESBL-producing E. coli were
detected in 41/186 samples (22.0%), while AmpC-producing isolates were
identified in 10.8% of samples. The resistant strains predominantly
belonged to E. coli phylogenetic group Al (36.2%), followed by D1
(24.1%), B1 (22.4%) and D2 (10.3%). The only genes detected were
blaSHV-12, blaCMY-2 and blaCTX-M. No significant differences were
observed in the rates of detection of resistant strains in feces (18.8%), air
samples (31.4%) or organs of dead birds (20.7%), which suggested that
air samples can be successfully used as an indicator for the identification
of positive flocks in order to prevent or reduce cross contaminations in the
slaughter houses.

Objavljen

ov

Oxford University Press; The Journal of Applied Poultry Research; 2018;
Vol. , no.; str. 1-10; Impact Factor: 1.064;Srednja vrednost revije / Medium
Category Impact Factor: 1.211; WoS: AD; Avtorji / Authors: Zorman-Rojs
Olga, Zdovc Irena, Dov¢ Alenka, Zgajnar Jaka, Slavec Brigita, KrapeZ Uros,
Ambrozi¢ Jerneja

Tipologija

1.01 Izvirni znanstveni ¢lanek

3. [COBISS ID

4255610 Vir: COBISS.SI

Naslov

SLO

Odpornost proti protimikrobnim zdravilom in molekularna karakterizacija
Escherichia coli z razsirjenim spektrom beta-laktamaz in drugih Escherichia
coli, izoliranih iz zivil Zivalskega izvora in ¢revesnih izolatov Cloveka

ANG

Antimicrobial resistance and molecular characterization of extended-
spectrum B-lactamases and other Escherichia coli isolated from food of
animal origin and human intestinal isolates

Opis

SLO

Antibiotiki smo vedno imeli za ¢udezna zdravila, ki resijo mnogo zivljenj.
Vendar pa je nesmiselna uporaba protimikrobnih zdravil povzrocila
nastanek odpornih bakterij. Namen te Studije je bil oceniti protimikrobno
odpornost bakterij Escherichia coli (n=160), izoliranih iz Zivil Zivalskega
izvora, zlasti E. coli, ki proizvajajo beta-laktamaze razsirjenega spektra
(ESBL). E. coli smo izbrali, ker predstavljajo del normalne mikrobiote pri
sesalcih ter vstopajo v prehranjevalno verigo med zakolom in rokovanjem
s hrano. Posledi¢no se lahko njihovi geni za odpornost prenesejo na
patogene bakterije in mikrobioto Cloveka. Izvedli smo fenotipske in
genotipske analize izbranih protimikrobnih odpornosti ter molekularno
analizo genov za virulenco. Izolate E. coli iz zivil Zivalskega izvora smo
primeriali s klini¢nimi sevi E. coli, pridoblienimi iz ¢revesia liudi. E. coli ESBL

ARRS-CRP-ZP-2019/11

7/25



Zakljuéno porocilo ciljnega raziskovalnega projekta - 2019

Dosezek

smo nasli pri 9,4% izolatov iz hrane in 1,8% izolatov iz ¢revesja. Vecina
izolatov iz hrane (86,3%) in Crevesja (58,1%) je pripadala komenzalnima
filogenetskima skupinama A in B1. Porazdelitev Stirih izmed 14 analiziranih
dejavnikov virulence je bila pri izolatih iz hrane in ¢revesja podobna. Sevi,
ki so bili izolirani iz hrane v Sloveniji, so imeli geni za odpornost in
dejavnike virulence, ki lahko v primeru nepravilnega ravnanja
predstavljajo problem za zagotavljanje varne hrane.

ANG

Antibiotics have always been regarded as miraculous, saving innumerable
lives. However, the unwise use of antimicrobial drugs has led to the
appearance of resistant bacteria. The purpose of this study was to
evaluate the antimicrobial resistance in Escherichia coli (n=160) isolated
from food of animal origin, especially of E. coli producing the extended-
spectrum beta-lactamases (ESBL). E. coli was selected as being a part of
the normal microbiota in mammals and entering the food chain during
slaughtering and food manipulation. Subsequently, its resistance genes
can be transferred to pathogenic bacteria and human microbiota.
Phenotypic and genotypic analyses of the selected antimicrobial
resistances were performed together with a molecular analysis of
virulence genes. E. coli isolates from food of animal origin were compared
with clinical E. coli strains isolated from the human intestinal tract. ESBL-
producing E. coli were found in 9.4% of food isolates and 1.8% of
intestinal isolates. Phylogenetically, the majority of food (86.3%) and
intestinal (58.1%) E. coli isolates were found to belong to the commensal
phylogenetic groups A and B1. The distribution of four of 14 analyzed
virulence factors was similar in the food and intestinal isolates. Strains
isolated from food in Slovenia harbored resistance genes and virulence
factors, which can constitute a problem for the food safety if not handled

properly.

Objavljeno v

International Association for Food Protection; Journal of food protection;
2017; Vol. 80, no. 1; str. 113-120; Impact Factor: 1.510;Srednja vrednost
revije / Medium Category Impact Factor: 1.987; WoS: DB, JY; Avtorji /
Authors: Krizman Manja, Ambrozi¢ Jerneja, Zdovc Irena, Golob Majda,
Trkov Marija, Jamnikar Ciglenecki Urska, Biasizzo Majda, KirbiS Andrej

Tipologija

1.01 Izvirni znanstveni ¢lanek

4. |COBISS ID

4756602 Vir: COBISS.SI

Naslov

SLO

Salmonella Infantis in jate pitovnih piS¢ancev v Sloveniji: razsirjenost
veckratno odpornih sevov, z visoko gensko homogenostjo in nizko
sposobnostjo tvorbe biofilma

ANG

Salmonella Infantis in broiler flocks in Slovenia: the prevalence of
multidrug resistant strains with high genetic homogeneity and low biofilm-
forming ability

Opis

SLO

Stevilo jat brojlerjev, pri katerih je bila ugotovljena bakterija Salmonella
enterica subspecies enterica serovar Infantis, v zadnjem letu v Sloveniji
nepretrgoma narasca. Ker so veckratno odporni izolati S. Infantis mocno
razsirjeni v perutninski industriji in zaradi prenosa preko prehranske
verige lahko predstavljajo nevarnost za javno zdravje, smo pri 87 izolatih
S. Infantis iz slovenskih jat brojlerjev preiskovali obcutljivost proti
protimikrobnim zdravilom, genetsko raznolikost in sposobnost tvorbe
biofilma. Zgolj 8,0% izolatov je bilo obcutljivih na vsa testirana
protimikrobna zdravila, kar 88,5% izolatov je bilo veckratno odpornih,
najpogostejsi vzorec odpornosti je bil CipNxSSuT. Na podlagi elektroforeze
v pulzirajo¢em elektricnem polju smo ugotovili veliko genetsko
homogenost izolatov, saj si je bila velika velina izolatov podobna v vel
kot 90% profila PFGE. Izolate smo razvrstili v pet genetskih skupin in 16
razli¢nih profilov PFGE. Vecina izolatov je bil zbrana v dveh genetskih
skupinah. Izolati so imeli po vecini majhno sposobnost tvorbe biofilma.
Povprec¢na sposobnost tvorbe biofilma je bila vecja pri perzistentnih sevih
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kot pri domnevno neperzistentnih sevih, vendar razlika ni bila statisti¢no
znadilna. Sklepamo, da je perzistenca bakterije S. Infantis na farmah
brojlerjev bolj povezana s Siroko razsirjenostjo bakterije v perutninski
proizvodnji in z neudinkovitimi postopki razkuzevanja kot pa s
sposobnostjo tvorbe biofilma.

ANG

For almost a decade, the number of Salmonella enterica subspecies
enterica serovar Infantis-positive broiler flocks has been steadily
increasing in Slovenia. Since multidrug resistant S. Infantis isolates are
highly prevalent in the broiler meat industry and may represent a public
health concern through the food chain, we investigated the antimicrobial
susceptibility, genetic diversity, and biofilm-forming ability of 87 S. Infantis
isolates from Slovenian broiler flocks. Only 8.0% of the isolates were
susceptible to all of the antimicrobial agents tested, while 88.5% of the
isolates were multidrug resistant, with the most common resistance
pattern CipNxSSuT. Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) revealed a high
genetic homogeneity as a vast majority of the isolates showed >90%
PFGE profile similarity. The isolates were grouped into five clusters
comprising 16 distinct Xbal PFGE profiles. The majority of isolates (65/87)
were grouped in two clusters. The biofilm-forming capacity of the tested
isolates was generally weak. The average biofilm formation for persistent
strains was higher than for presumably non-persistent strains; however,
the difference was not significant. It seems that S. Infantis persistence on
broiler farms is more related to its widespread occurrence in the broiler
production chain and ineffective disinfection protocols than to its ability to
form biofilm.

Objavljeno v

Hindawi Pub. Co.; BioMed research international; 2019; Vol. 2019, str. 1-
13; Impact Factor: 2.583;Srednja vrednost revije / Medium Category
Impact Factor: 3.276; Avtorji / Authors: Pate Mateja, Mi¢unovi¢ Jasna,
Golob Majda, Vestby Lene Karine, Ocepek Matjaz

Tipologija

1.01 Izvirni znanstveni ¢lanek

5. |COBISS ID

4716922 Vir: COBISS.SI

Naslov

SLO

Salmonella typhimurium med letoma 2000 in 2012: odpornost proti
protimikrobnim zdravilom in PFGE vzorci iz izolatov zivali, ljudi in hrane

ANG

Salmonella typhimurium between 2000 and 2012 : antimicrobial resistance
and PFGE patterns of isolates from animals, humans and food.

Opis

SLO

Salmonella Typhimurium je pomembna povzrociteljica zoonoz, pri kateri se
pojavlja visok odstotek proti protimikrobnim zdravilom odpornih sevov. V
raziskavi smo primerjali restrikcijske vzorce, pridobljene z metodo
elektroforeze v pulzirajoCem elektricnem polju (PFGE) in vzorce odpornosti
275 izolatov S. Typhimurium izoliranih med letoma 2000 in 2012 iz ljudi,
Zivali in vzorcev hrane. Dokazali smo visok odstotek odpornih sevov (71,6
%). Veckratno odpornost smo ugotovili pri ve¢ kot polovici izolatov, in sicer
najvec pri zZivalih, sledita hrana in ljudje. Med 27 fenotipskimi vzorci
odpornosti so bili najpogostejsi trije: ACNaSuT, ACSuT in ASuT. Prva dva
vzorca sta bila najpogostejsa pri zivalih, medtem ko so bili izolati z
vzorcem ASuT najpogosteje dokazani pri ljudeh. Na podlagi
makrorestrikcije z encimom Xbal smo ugotovili 72 vzorcev PFGE,
razvrsCenih v devet genetskih skupin, in 19 edinstvenih vzorcev. Najvecja
je bila genetska skupina je vkljuCevala 29 vzorcev PFGE in 58,2 % vseh
izolatov; med njimi sta bili dve tretjini izolatov veckratno odporni. V
raziskavi smo pridobili dragocene podatke o odpornosti in vzorcih PFGE
bakterije S. Typhimurium na nacionalni ravni, ki predstavljajo pomemben
prispevek k nacionalnemu in mednarodnemu preiskovanju izbruhov.

Salmonella Typhimurium is an important zoonotic pathogen with high
levels of antimicrobial resistance. In the present study, we compared the
pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) and antimicrobial resistance
patterns of 275 S. Typhimurium isolates from humans, animals and food,
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collected between 2000 and 2012. A high rate of antimicrobial resistance
was detected (71.6%). Multidrug resistance (MDR) was detected in more
than half of the isolates. The proportion of MDR isolates was the highest
in animals, followed by food and humans. Among 27 phenotypically
determined resistance patterns, three were found to be most common:
ACNaSuT, ACSuT and ASuUT. The first two patterns were the most prevalent
in animal isolates, while ASuT isolates were most commonly obtained from
humans. Macrorestriction with Xbal revealed 72 pulsotypes in nine
clusters and 19 unique pulsotypes. By far largest cluster included 29
pulsotypes and comprised 58.2% of tested isolates; two thirds of the
isolates in this cluster were MDR. This work provided valuable data about
resistance and PFGE patterns of S. Typhimurium isolates in Slovenia, which
could serve as a base for both national and multistate outbreak
investigations.

ANG

Veterinarska fakulteta; Slovenian veterinary research; 2018; Vol. 55, no.
3; str. 161-170; Impact Factor: 0.250;Srednja vrednost revije / Medium
Category Impact Factor: 1.119; WoS: ZC; Avtorji / Authors: Mic¢unovic¢
Jasna, Pate Mateja, Avbersek Jana, Ocepek Matjaz

Objavljeno v

Tipologija 1.01 Izvirni znanstveni ¢lanek

8.Najpomembnejsi dosezek projektne skupine na podrocju gospodarstva, druzbenih in
kulturnih dejavnostié

Dosezek
1. [COBISS ID 4303738 Vir: COBISS.SI

Predavanja: Okuzba telet z bakterijo E. coli z razsirjenim spektrom

Naslov |sto betalaktamaz (ESBL)

Lectures: Calf infection with E. coli with extended spectrum of

G
AN betalactamases (ESBL)

Clani projektne skupine smo intenzivno sodelovali z veterinariji in rejci, ki
se sreCevali s problemi pri zdravljenju zivali z odpornimi bakterijami.
Najvec tezav so imeli rejci telet zaradi drisk pri teletih, ki jih povzroca E.
coli z ESBL, zato smo pripravili razli¢cna predavanja in delavnice na to
temo.

V prispevku je prikazana problematika okuzb z bakterijo E. coli v rejah
telet. Povzroca lahko hudo obliko driske, ki se pogosto konca tudi s
Opis sLo |poginom zivali. Poseben problem predstavljajo okuzbe z izolati, ki so
odporni proti vec skupinam antibiotikov (predvsem E. coli z ESBL), ki Se
dodatno otezujejo zdravljenje. Razvoj odpornih bakterij je lahko posledica
zauzivanja mleka, ki vsebuje subinhibitorne koli¢ine antibiotikov v prvih
dneh zivljenja. Najpogostejsi vzroki so ostanki antibiotikov v kolostrumu
zaradi presusevanja krav pred porodom ali zauzivanje mleka krav po
zdravljenju vimenskih okuzb. V primerih okuzbe telet z E. coli z ESBL je
prvi vrsti potrebno poskrbeti za ucinkovito podporno terapijo.

The members of the project team colaborated intensively with
veterinarians and breeders who faced problems in the treatment of
animals with resistant bacteria. Most of the problems had veterinarians
with the treatment of diarrhea in calves caused by E. coli with ESBL
therefore we have prepared various lectures and workshops on this
subject.

The paper presents the problems of E. coli infection in veal breeding. It
can cause a severe form of diarrhea, which often ends with an animal's
death. Particularly problematic are infections with isolates that are
resistant to several groups of antibiotics (especially E. coli ESBL), which
make it more difficult to treat. The development of resistant bacteria may
be due to the ingestion of milk containing subinhibitant amounts of

ANG
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antibiotics during the first days of life. The most common causes are the
residues of antibiotics in the colostrum due to drying of cows or ingestion
of mother's milk after the treatment of udder infection. In cases of E. coli
infection with the ESBL, effective supportive care is needed first.

Sifra F.04 Dvig tehnologke ravni

Obiavlieno v Slovensko bujatri¢no drustvo; Slovensko bujatri¢no drustvo; 2017; Str. 26-

Javi 28; Avtorji / Authors: Zdovc Irena, Piré Tina, Golob Majda, Mi¢unovi¢ Jasna
Tipologija 1.09 Objavljeni strokovni prispevek na konferenci
2. |COBISS ID (4387450 Vir: COBISS.SI
Naslov [sto [Vloga zivali pri okuzbah ljudi z LA-MRSA
ANG|The role of animals in human LA-MRSA infections

Proucevali smo okuzbe ljudi s proti meticilinu odporno bakterijo
Staphylococcus aureus (MRSA) v morebitni povezavi z rejnimi zivalmi. Na
razli¢nih koncih Slovenije, predvsem v severovzhodnem delu, smo odvzeli
vzorce na 16 kmetijah, na katerih je bil vsaj eden izmed ¢lanov
gospodinjstva nedavno koloniziran ali hospitaliziran zaradi okuzbe z LA-
MRSA. Po epidemioloSkem poizvedovanju z anketiranjem smo zbrali vzorce
vseh ¢lanov gospodinjstva in vseh Zivali na posestvu. Ljudem smo odvzeli
nadzorne kuznine (bris Zrela, nosu, koze ali rane), pri Zivalih pa nosne
brise ter skupne vzorce okolja. Z mikrodilucijsko metodo smo pri
pridobljenih izolatih ugotavljali vzorce odpornosti proti protimikrobnim
zdravilom in vse izolate tipizirali na osnovi stafilokoknega proteina A

Opis SLo | (tipizacija spa). Vsi izolati LA-MRSA pri ljudeh so bili odporni proti

cefoksitinu, penicilinu in tetraciklinu, nekateri pa tudi proti ciprofloksacinu
in klindamicinu. Pri Zivalih so se pojavljali razli¢ni rezistotipi, poleg
cefoksitina, penicilina in tetraciklina so bili izolati odporni tudi proti
nekaterim drugim antibiotikom, nismo pa ugotovili odpornosti proti
ciprofloksacinu. Pri ljudeh smo v vecini primerov izolirali tipa spa t011 in
t034, poleg teh pa Se t1451, t10765 in t1344. Prisotnost LA-MRSA pri
Zivalih smo potrdili pri prasi¢ih na petih kmetijah, kjer smo vsem izolatom
dolocili tip spa t011. Predvidevamo, da so prasici verjeten vir okuzbe ljudi,
vendar lahko sklepamo tudi, da se sevi LA-MRSA Ze Sirijo znotraj
populacije ljudi. LA-MRSA smo namrec izolirali pri ljudeh na kmetijah, kjer
so bili tako vzorci iz zivali kakor tudi hlevski vzorci prahu negativni.

ANG

We studied the human infections with methicillin-resistant Staphylococcus
aureus (MRSA) in possible association with livestock. At different parts of
Slovenia, especially in the northeast, samples were taken from 16 farms,
where at least one of the household members was recently colonized or
hospitalized due to infection with LA-MRSA. In MRSA positive index patient
with a positive screening pattern for LA-MRSA and ST398 an
epidemiological investigation with questionnaires was started. After the
epidemiological inquiry the samples of all members of the household and
all animals on the farm were collected. The surveillance swabs (throat,
nose, skin) were obtained from all available household members, nose
swabs from farm animals and dust samples from the farm environment.
The antimicrobial susceptibility was performed by determining the
minimum inhibitory concentration (MIC) by a microdilution method. All
isolates were also tested on the basis of staphylococcal protein A (spa
typing). All human MRSA isolates were resistant to cefoxitin, penicillin and
tetracycline, and some also to ciprofloxacin and clindamycin. Different
resistant patterns were observed in animals, in addition to cefoxitine,
penicillin and tetracycline, the animals isolates were also resistant to
some other antimicrobials, but no resistance to ciprofloxacin was
observed. Human MRSA isolates were associated with 4 different spa
types, of which t011 and t034 were most common, additionally and t1451,
t10765 and t1344 were also detected. The presence of LA-MRSA in
animals was confirmed in pigs on five farms, where all the isolates were
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associated with spa type t011. We assumed that pigs were probably
source of human infection, but we could also conclude that LA-MRSA
strains were already spreading within the human population. LA-MRSA
was isolated from humans on the farms, where both animal samples and
grain dust samples were negative.

Sifra

B.06 Drugo

Objavljeno v

Slovensko mikrobiolosko drustvo; Knjiga povzetkov; 2017; Str. 48; Avtorji
/ Authors: Golob Majda, Grmek-Kosnik Irena, Dermota Urska, Rupnik Maja,
Pate Mateja, Avbersek Jana, Kusar Darja, Zajc Urska, Ocepek Matjaz,
Zdovc Irena

Tipologija

1.12 Objavljeni povzetek znanstvenega prispevka na konferenci

3. [COBISS ID

4335738 Vir: COBISS.SI

Naslov

SLO

Primer enotnega zdravstvenega pristopa za raziskovanje okuzb z LA-
MRSA pri ljudeh

ANG

An example of one health approach to investigate LA-MRSA infections in
humans

Opis

SLO

Namen raziskave je bil ugotoviti vpliv rejnih zivali v povezavi z LA-MRSA
okuzbami pri ljudeh ter ugotoviti morebitno epidemiolosko povezavo s
primerjavo fenotipskih in genotipskih znacilnosti sevov MRSA pri ljudeh in
Zivalih na istem posestvu. MRSA rejnih Zivali (LA-MRSA) je pogosto
prisotna pri domacih zivalih, zlasti pri prasicih, zato bi lahko predstavljala
kot potencialni vir za okuzbe ljudi. LA-MRSA velinoma povezujemo s
klonskim kompleksom (CC) 398, ki se je pojavil kot problem javnega
zdravja v letu 2005 po porocilih o specificnem tipu MRSA pri delavcih na
okuzbe ljudi z LA-MRSA (z znacilnim tipom spa za zivali). Pri ljudeh, ki so
bili predhodno hospitalizirani ali kolonizirani z LA-MRSA, smo izvedli
epidemiolosko preiskavo z namenom ugotavljanja potencialnega vir
kolonizacije ali okuzbe. Pri anketiranju smo bolnike sprasevali o njihovih
moznih stikih z rejnimi Zivalmi ter pridobili njihovo dovoljenje za vzorcenje
na kmetijah. V okviru raziskave smo odvzeli vzorce vseh druzinskih ¢lanov
na kmetiji, poleg tega pa smo vzorcili tudi nosne brise Zivali in vzorce
okolja (prah). Potencialne razlike so bile ugotovljene s tipizacijskimi
metodami in primerjalno genomiko. Opisan primer kaze na tesno
sodelovanje humanih in veterinarskih mikrobiologov , hkrati pa je prikazal
preliminarne rezultate glede vloge Zivali pri okuzbah ljudi z MRSA.
Zanimivo je tudi, da je bila v Sloveniji ve¢ina LA-MRSA izolirana pri bolnikih
iz kmetijskih regij z intenzivno zivinorejo.

ANG

The aim of the study was to determine the influence of livestock on human
infections with LA-MRSA and to find the epidemiological relation between
human and animal hosts by comparison the phenotypic and genotypic
characteristics of humans and animals MRSA strains. Livestock associated
MRSA (LA-MRSA) is often present in domestic animals, especially in pigs,
therefore could serve as potential source for human infections. LA-MRSA
are mainly associated with the clonal complex (CC) 398, which emerged
as public health concern in 2005 after reports of a specific multilocus
sequence type found in swine workers in Europe. In three case of
detection of LA-MRSA infection (with characteristic spa type for animals) in
human, the epidemiological inquiry were carried out to find the potential
source of colonisation or infection. Additionally, samples from the patients
family members and animals on their farm were sampled. For the
examination we choosed the patients with detected LA-MRSA with
characteristic spa type for animals. They have been questioned about
possible contacts with livestock (living on the farm) and asked for
permission to sample their livestock and other animal species living in the
household. We sampled the nasal swabs of animals and environment
samples (dust) on farms. Potential spreads were ascertained with typing
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methods and comparative genomics. This case shows a close cooperation
of human and veterinary microbiologists and gave us an insight in the role
of animals for human infections with MRSA. In Slovenia, the most of the
LA-MRSA were isolated from patients from the most important agricultural
regions with intensive livestock breeding.

Sifra D.08 Upravljanje in razvoj raziskovalnega dela

Udruzenje mikrobiologa Srbije;Udruzenje medicinskih mikrobiologa Srbije;
Mikromed 2017; 2017; str. 162; Avtorji / Authors: Golob Majda, Grmek-
Kosnik Irena, Dermota Urska, Ocepek Matjaz, Zajc UrSka, Kusar Darja,
Pate Mateja, Avbersek Jana, Pengov Andrej, Zdovc Irena

Objavljeno v

Tipologija 1.12 Objavljeni povzetek znanstvenega prispevka na konferenci
4, |COBISSID |4726394 Vir: COBISS.SI

Sodelovanje pri pripravi Nacionalne strategije za obvladovanje odpornosti

Naslov |[sLo|™"
mikrobov

Participation in the development of National Strategy for Combating

ANG e s . .
Antibiotic-Resistant Bacteria

V Sloveniji pripravlja strategijo Nacionalna komisija za preudarno rabo
protimikrobnih zdravil, ki jo sestavljajo strokovnjaki medicinske,
veterinarske in okoljske stroke. Nekateri ¢lani projektne skupine pri tem
intenzivno sodelujejo Ze vec let. Glavni cilj Nacionalne strategije je
ugotavljanje vzrokov odpornosti proti antibiotikom in izvajanje posebnih
ukrepov za preprecevanje razvoja odpornih bakterij.

Mikrobiolosko spremljanje odpornosti bakterij v humani in veterinarski
medicini in okolju je osnova za oceno stanja v Sloveniji. Potrebujemo
stabilen sistem spremljanja odpornosti, ki bo zagotavljal zanesljive in
primerljive podatke. Na podroc¢ju medicinske in veterinarske mikrobiologije
so potrebni kompetentni mikrobioloski laboratoriji, povezani v mrezo,
skupaj z nacionalnim koordinacijskim centrom in referen¢nimi laboratoriji.
Odkrivanje odpornosti proti antibiotikom zahteva sprejetje pristopa Eno
zdravije, ki uposteva, da je zdravje ljudi povezano z zdravjem Zivali in
okoljem. Odpornost proti antibiotikom je globalni zdravstveni problem, ki
zahteva mednarodno pozornost in sodelovanje.

Opis SLo

In Slovenia, the strategy is developed by the National Commission for the
prudent use of antimicrobials, composed by experts from the medical,
veterinary and environmental professions. Some members of the project
team have been intensively involved for many years. The main objective of
the National Strategy is to identify the causes of antibiotic resistance and
to implement specific measures to prevent the development of resistant
bacteria.

Microbiological monitoring of the resistance of bacteria in human and
veterinary medicine and the environment is the basis for the assessment
of the situation in Slovenia. We need a stable resistance monitoring
system that will provide reliable and comparable data. In the field of
medical and veterinary microbiology, competent microbiological
laboratories connected to the network are needed, together with the
national coordination center and reference laboratories.

Detection of antibiotic resistance requires the adoption of the One Health
approach, which takes into account that human health is linked to animal
health and the environment. Resistance to antibiotics is a global health
issue that requires international attention and cooperation.

ANG

Sifra F.30 Strokovna ocena stanja

Nacionalni institut za javno zdravje; Strokovno posvetovanje Eno zdravje
Objavljeno v [2018, Ljubljana, 7. 11. 2018; 2018; [3] f.; Avtorji / Authors: Ribi¢ Helena,
Strumbelj Iztok, Zdovc Irena

Tipologija 1.09 Objavljeni strokovni prispevek na konferenci
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5. |COBISS ID Vir: vpis v obrazec

Naslov [sLto [Organizacija kongresov in delavnic

ANG[Organization of congresses and workshops

Clani projekitne skupine (Matjaz Ocepek, Darja Kusar) so bili ¢lani
organizacijskega odbora 7. kongresa Slovenskega mikrobioloskega
drustva, Bled 2017, Andrej Kirbi$ je predsednik org. odbora, Matjaz
Ocepek in Urska Jamnikar Ciglenecki pa sta ¢lana programskega odbora 7.
veterinarskega kongresa, Matjaz Ocepek je bil ¢lan organizacijskega
odbora 8th Global Summit on Microbiology & Infectious Diseases,
February, 2018 Paris, France. Irena Zdovc in Urska Jamnikar Ciglenecki sta
bili trikrat (Ljubljana, 2016, 2017 in 2018) Clanici organizacijskega odbora
sreCanja Eno zdravje, ki ga skupaj organizirata Veterinarska fakulteta in
Nacionalni Institut za javno zdravje (NIJZ).

Opis SLO

The members of the project group (Matjaz Ocepek, Darja Kusar) were
members of the organizing committee of the 7th Congress of the
Slovenian Microbiological Society, Bled 2017, Andrej Kirbis is the president
of the org. MatjaZz Ocepek and Urska Jamnikar Ciglenecki are members of
the program committee of the 7th Veterinary congress, Matjaz Ocepek
ANG|was a member of the organizing committee of the 8th Global Summit on
Microbiology & Infectious Diseases, February 2018 Paris, France. Irena
Zdovc and Urska Jamnikar Ciglenecki were three times (Ljubljana, 2016,
2017 and 2018) members of the organizing committee of One Health,
organized jointly by the Veterinary Faculty and the National Institute of
Public Health (NIJZ).

Sifra B.01 Organizator znanstvenega srecanja
Objavljeno v |SICRIS/COBISS
Tipologija 1.06

Objavljeni znanstveni prispevek na konferenci (vabljeno predavanje)

9.Drugi pomembni rezultati projektne skupineZ

Izsledke nasih raziskav smo veckrat prestavili v razli¢nih srednjeSolskih izobrazevalnih
ustanovah v obliki krajsih izobrazevanj za zaposlene. Za Aktiv veterinarjev srednjih
veterinarskih Sol smo pripravili predavanje z naslovom Odpornost bakterij proti antibiotikom
(Ljubljana, BIC,2016, Zdovc 1.).

Clani projektne skupine smo sodelovali pri organizaciji Strokovnega sre¢anja ob evropskem
dnevu antibiotikov (EAAD), ki je bil 17. novembra 2016 v Ljubljani, in pripravili predavanje z
naslovom Pomen proti kolistinu odpornih sevov za humano in veterinarsko medicino (Zdovc
I.), s katerim uresnicujemo cilj izobrazevanja SirSe strokovne javnosti.

Na sestanku Komisije za zdravstveno varstvo in reprodukcijo prasicev (Murska Sobota) je
bilo izvedeno predavanje z naslovom Kaj vemo novega o odpornih bakterijah pri prasicih?
(Zdovc 1.). Na predavanju je bila med drugim predstavljena vsebina projekta, s posebnim
poudarkom na problematiki MRSA pri prasicih. Predavanje o odpornih bakterijah (s
poudarkom na E. coli ESBL) je bilo pripravljeno tudi za delavce na perutninski klavnici, kjer
smo opravili del projektne naloge.

Dvakrat letno v okviru izobrazevanja za pridobitev potrdila o usposobljenosti v skladu z 21.
¢lenom Uredbe Sveta (ES) st. 1099/2009 o zasditi zivali pri usmrtitvi za rdece in belo meso
zaposlenim v klavnicah med predavanjem Proces zakola in vpliv na kakovost mesa podamo
izsledke projekta in poudarimo pomen kriti¢nih toc¢k, kjer lahko v prehransko verigo vstopajo
bakterije, tako odporne kot tudi patogene (Ljubljana, VF, 2018).

Clani projektne skupine so propagirali znanost tudi v obliki dveh intervjujev, ki so jih imeli
tekom trajanja projekta (A. Kirbis, M. Ocepek).

Pri dodiplomskem izobrazevanju je povecano Stevilu ur za obravnavo odpornosti bakterij in
v pripravi je kurikulum za izbirni predmet na temo pravilne izbire in uporabe antibiotikov v
praksi. Nova spoznanja glede odpornosti redno predstavljamo na izobrazevanjih za
veterinarsko in drugo strokovno javnost.
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10.Pomen raziskovalnih rezultatov projektne skupineg

10.1. Pomen za razvoj znanosti2

SLO

Clani projektne skupine so v Casu trajanja projekta pomembno vplivali na razvoj znanosti,
saj so v tem Casu objavili skupaj 27 izvirnih znanstvenih ¢lankov, 4 kratke znanstvene
prispevke, 7 strokovnih prispevkov in 13 poljudnih ¢lankov. Sodelovali so na stevilnih
sreCanjih, kjer so predstavili in objavili 12 znanstvenih prispevkov (od tega 2 vabljeni
predavanji), 14 strokovnih prispevkov, 51 objavljenih povzetkov znanstvenih prispevkov (od
tega 4 vabljena predavanja) in 8 objavljenih povzetkov strokovnega prispevka. Prispevali so
2 poglavji v monografskih publikacijah in 2 sestavka v leksikonu. Clanica skupine dr. O.
Zorman-Rojs je izdala univerzitetni ucbenik z recenzijo.

Clanica projektne skupine Manja Kriznar je v ¢asu trajanja projekta zagovarjala doktorsko
disertacijo z naslovom Razsirjenost in genotipizacija sevov E. coli z odpornostjo proti
betalaktamskim antibiotikom in fluorokinolonom v Zivilih Zivalskega izvora. Naloga je bila v
zelo tesni povezavi z delom na raziskovalnem projektu, izdelana pa je bila pod mentorstvom
A. Kirbisa in somentorstvom I. Zdovc, ki sta prav tako ¢lana projektne skupine.

V zelo tesni povezavi s projektnim delom pa so v tem c¢asu na institutih IMP in IVHKO
pripravili svoje doktorske naloge Se nekateri drugi kandidati. Jasna Micunovi¢ (Genotipi in
rezistotipi bakterije Salmonella typhimurium v Sloveniji v obdobju 2000 do 2012, 2018) je v
povezavi s projektom opravila identifikacijo izolatov salmonel (MALDI-TOF) in vsa testiranja
glede odpornosti proti antibiotikom. Mentor naloge je bil M. Ocepek, I. Zdovc pa predsednica
komisije za zagovor doktorske naloge.

Maja Kaisersberger Vincek (Vpliv vezave peptidov na protimikrobno aktivnost in
biokompatibilnost proteinskih substratov, 2017). Maja Kaisersberger Vincek je sodelovala pri
testiranju razli¢nih protimikrobnih snovi oz. povrsin, ki bi jih alternativno lahko uporabljali
tudi v Zzivilski industriji. I. Zdovc je bila ¢lanica komisije za zagovor doktorske naloge.

Tijana Ledina (Rezistencija na tetraciklin bakterija mleCne kiseline izolovanih iz tradicionalnih
sireva Srbije, 2018) je v povezavi s projektom na IMP VF opravila identifikacijo bakterijskih
izolatov (MALDI-TOF) in vsa testiranja glede odpornosti proti antibiotikom. I. Zdovc je bila
¢lanica komisije za zagovor doktorske naloge.

Majda Golob je z raziskavo z naslovom Razsirjenost, odpornost proti antibiotikom in
virulencni dejavniki enterokokov pri rejnih zivalih in v zZivilih Zivalskega izvora, v zadnji fazi
izdelave svojega doktorskega dela in ga bo praviloma zagovarjala v letu 2019.

Poleg doktorskih del so v povezavi s projektom potekale tudi druge oblike raziskovalnega
dela na podrocju odpornosti bakterij. Dijaka BiotehniSkega izobraZzevalnega centra,
Gimnazije in veterinarske $ola B. Bozi¢ in T. Sentjurc sta izdelala projektno nalogo (Moznosti
prenosa MRSA z rejnih zivali na ljudi, 2017). Naloga je bila izdelana v okviru projekta na
Institutu za mikrobiologijo in parazitologijo VF pod mentorstvom M. Golob, M. Pate in 1.
Zdovc, nagrajena pa je bila s Krkino nagrado.

Vpeljava novih metod, pridobitev referenc¢nih sevov bakterij in obsezna zbirka lastnih
izolatov nam omogocata nadaljnje sodelovanje z drugimi znanstvenimi instituti (IJS, Kemijski
institut, Medicinska fakulteta, Biotehniska fakulteta ipd.) s katerimi smo v preteklem letu
prijavili Stevilne nove projektne predloge, v okviru katerih bomo nadaljevali znanstveno
delo.

ANG

Project team members were significantly influenced the development of science, since in this
period, 27 original scientific articles, 4 short scientific papers, 7 professional papers and 13
popular articles were published. They participated in numerous meetings where 12 scientific
papers were presented and published (among them 2 invited lectures), 14 professional
papers, 51 published summaries of scientific papers (among them 4 invited lectures) and 8
published summaries of the expert contribution. 2 chapters have been compiled in
monographic publications and 2 in the lexicon. Member of the group dr. O. Zorman-Rojs
issued a university textbook with a review.

During the duration of the project, member of the project team Manja Kriznar defended her
doctoral dissertation entitled The Prevalence and Genotyping of E. coli strains with
resistance to beta-lactam antibiotics and fluoroquinolones in foodstuffs of animal origin. The
task was in close connection with the work on the research project, supervisor were A.
Kirbis and co-supervisor I. Zdovc, who are also members of the project group.
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In a very close connection with the project work, some other candidates prepared their
doctoral theses. Jasna Micunovic (title: Genotypes and Resistotypes of Salmonella
typhimurium in Slovenia in the period 2000 to 2012, 2018) carried out the identification of
Salmonella isolates (MALDI-TOF) and all antibiotic resistance tests in connection with the
project. The supervisor was M. Ocepek, and I. Zdovc was the chair of the commission for
defending the doctoral thesis.

Maja Kaisersberger Vincek (title: Influence of binding of peptides on antimicrobial activity
and biocompatibility of protein substrates, 2017) participated in the testing of various
antimicrobial surfaces that could alternatively be used in the food industry. I. Zdovc was a
member of the commission for defending the doctoral thesis.

Tijana Ledina (title: Resistance to tetracycline bacteria lactic acid isolated from traditional
cheeses of Serbia, 2018) in association with the project performed the identification of
bacterial isolates (MALDI-TOF) and all anti-antibiotic resistance tests. I. Zdovc was a
member of the commission for defending the doctoral thesis.

Majda Golob is carrying out a study titled "Prevalence, resistance to antibiotics and virulence
factors of enterococci in farmed animals and foodstuffs of animal origin”, and is currently in
the final stage of her doctoral thesis. We will expect the task to be completed in 2019.

In addition to doctoral theses, some other research activities in the field of antimicrobial
resistance were carried out. The students from the Biotechnical Education Center,
Gymnasium and Veterinary School B. Bozi¢ and T. éentjurc have elaborated a project task
entitled Transferring MRSA from farm animals to humans (2017). The task was developed in
the project framework at the Institute for Microbiology and Parasitology VF under the
mentorship of M. Golob, M. Pate and I. Zdovc.

The introduction of new methods, the acquisition of bacterial reference strains and the
extensive collection of our own isolates enable us to further cooperate with other scientific
institutes (Institute of Josef Stefan), Chemical Institute, Medical faculty, Biotechnical faculty,
etc.) with which we have prepared a number of new project proposals, we intend to
continue the scientific work.

10.2. Pomen za razvoj Slovenijel?

SLO
Rezultati nase raziskave so izjemno pomembni za nosilce dejavnosti kmetijske in Zivilsko
predelovalne stroke na podrocju Slovenije, saj lahko kolonizacija, okuzba Zivali ali
kontaminacija Zivil z odpornimi bakterijami povzroci zelo veliko zdravstveno in ekonomsko
skodo.

Zdravniki, veterinarji praktiki, patologi in epidemiologi medicinske in veterinarske stroke
uporabljajo rezultate nase raziskave, da bi lazje ovrednotili razmere, kjer je pricakovati
vecje tveganje za razvoj in Sirjenje odpornih bakterij. Zelo koristni so podatki o zZivalskih
vrstah, kjer je pricakovati vecje tveganje za prenos posameznih skupin odpornih bakterij. V
okviru nasega projekta smo npr. prvi¢ v Sloveniji ugotovili kolonizacijo govedi oz. telet z LA-
MRSA, na kar smo bili doslej pozorni predvsem pri prasicih, manj pa pri drugih zivalskih
vrstah. Prav tako smo prvic izolirali sev MRSA, pri katerem ugotovljeni gen za odpornost ni
bil mecA, ampak mecC. Tako si zdaj tudi lazje razlagamo prisotnost takih izolatov pri ljudeh.
Diagnostic¢ni laboratoriji lahko uporabljajo protokole za testiranje bakterij glede obcutljivosti
za protimikrobna zdravila. Rezultati nase raziskave so pomembni za delovanje Nacionalne
komisija za smotrno rabo protimikrobnih zdravil, v kateri delujejo tudi nekateri ¢lani
projektne skupine. V tem okviru so rezultati zelo pomembni tudi za pripravo Slovenske
Strategije za zmanjsSano uporabo antibiotikov, tako v zdravstvu kot tudi v veterinarstvu in
kmetijstvu.

Posamezni ¢lani projektne skupine so tudi ustanovni ¢lani Centra odli¢cnosti NAMASTE, v
okviru katerega proucujejo protimikrobni u¢inek nano materialov, ki jih preizkusajo v okoljih
zZivilsko predelovalne industrije. Preko tega centra, ki ima sedez na Institutu Jozef Stefan,
zelo dobro sodelujejo s Stevilnimi partnerji z razli¢nih podrodij industrije.

Nasi rezultati prispevajo k razumevanju pomembnosti odpornih bakterij na podrocju
javnega zdravstva, kmetijstva in varovanja okolja.

Zdravje: Vse skupine odpornih bakterij, ki smo jih preucevali v projektni nalogi, so
potencialni povzroditelji okuzb pri ljudeh. Okuzbam so izpostavljeni tako rejci in njihovi
druzinski ¢lani, veterinarji, vozniki, delavci na klavnici in mesarji v trgovinah, lahko pa tudi
potrosniki, vendar je ob upostevanju dobre higienske prakse ta verjetnost majhna. Problemi
z odpornimi enterobakterijami se lahko pojavijo pri zauzivanju surovega mesa ali pri
neposredni okuzbi, npr. odprtih ran ali sluznic z MRSA.
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Kmetijstvo in veterinarstvo: Z izjemo E. coli ESBL/AmpC, preiskovane bakterije praviloma
bistveno ne prizadenejo sploSnega zdravstvenega stanja zivali. Znani pa so primeri tezje
ozdravljivih okuzb z ESBL/AmpC pri perutnini in teletih, redkeje pa pri ostalih Zivalskih
vrstah. Najvecji pomen za rejce bi lahko postala manjsa vrednost Zivil, ki so kontaminirana z
odpornimi bakterijami. Na podlagi rezultatov nasih raziskav se lahko uredijo smernice za
ukrepe, ki bodo zmanjsali kontaminiranost zivil Zivalskega izvora, vode in drugega okolja z
odpornimi bakterijami, kar bo omogocalo pridelavo bolj varne hrane.

Okolje: Prepoznavanje kriticnih mest, kjer odporne bakterije s farm in objektov za predelavo
hrane lahko pridejo v okolje, npr. gnoj, odpadne vode, zrak in kontaminirane delovne
povrsine. Tako je npr. potrebno okolico perutninskih farm obravnavati kot potencialno
nevarno za prenos enterobakterij z ESBL, okolico prasic¢jih farm pa za prenos MRSA in ESBL.
Pomemben je tudi prenos izven objektov, npr. z delovnimi stroji in kamioni za prevoz zivih
zivali. Velika stopnja pazljivosti je potrebna tudi na klavnici, kjer lahko pride do
kontaminacije delovnih povrsin, opreme in orodja mesarjev, zraka in odpadnih vod.
Promocija slovenske znanosti: Clani projektne skupine so vklju¢eni v mednarodne projekte
in sodelujejo s strokovnimi ustanovami kot so Evropski referencni laboratoriji in EFSA, za
katere so podatki zelo uporabni, zlasti z vidika spremljanja in prepreCevanja odpornosti
bakterij.

ANG

The results of our research are of great importance for the Slovenian agricultural and food
processing industry, as colonization, animal infection or food contamination with resistant
bacteria may cause very severe health and economic damage.

Medical and veterinary practitioners, pathologists and epidemiologists use the results of our
research for evaluatin of various conditions with higher risk of developing and spreading
resistant bacteria. Specific data about animal species with an increased risk for transmission
of certain groups of resistant bacteria, are very useful. Among our project, for the first time
in Slovenia, the colonization of cattle with LA-MRSA was detected. So far, we have been
focusing on such infections mainly in pigs, but less in other animal species. Furthermore, we
also isolated MRSA strains with mecC gen which is responsible for methicillin resistance. This
makes it easier to explain the relatively high presence of such isolates in humans.
Diagnostic laboratories may use protocols for antimicrobial susceptibility testing. Our results
are important for the the National commission for the prudent use of antimicrobials. In this
context, the results are very important for the development of the Slovenian Strategy for
the reduced use of antimicrobials in human and veterinary medicine, and agriculture as well.
Some members of the project team are founders of the NAMASTE Center of Excellence.
Among others they studied the antimicrobial effect of nano materials which have been
tested for use in food processing industry. Through this center, headquartered at the Jozef
Stefan Institute, they colaborate with many other partners from various fields of industry.
Our results contribute to understanding the importance of resistant bacteria in the field of
public health, agriculture and environmental protection.

Health: All groups of resistant bacteria that have been studied are potential agents for
human infections. To infections are exposed both, breeders and their family members,
veterinarians, drivers, slaughterhouse workers and butchers in shops. Consumers may also
be at risk, but the probability of infection is low if they carefully follow good hygiene practice.
Resistant enterobacteria can be transmitted by consuming raw meat or by direct infection,
e.g. open wounds. People with impaired immune system are at greater risk.

Agriculture and veterinary medicine: With the exception of E. coli ESBL/AmpC, the
investigated bacteria do not significantly affect the general health status of animals.
However, more serious infections with E. coli ESBL/AmpC in poultry and calves are known,
but rarely in other animal species. For farmers, the greatest damage is the lower value of
foods that are contaminated with resistant bacteria. Based on our research, we suggested
guidelines with preventive measures that will reduce the contamination of foodstuffs of
animal origin, water and other environment with resistant bacteria, which will enable the
production of safer foods.

Environment: Identification of critical sites where resistant bacteria from the farm and food
processing facilities can come into the environment, e.g. manure, waste water, air and
contaminated working surfaces. For example, the poultry farm surroundings considered to
be potentially dangerous for the E. coli ESBL contamination, and the pig farms for the
transmission of MRSA and ESBL. It is also important to prevent the transmission of bacteria
outside from farms to longer distances, e.g. with working machines and livestock trucks.
Great attention is also needed on the slaughterhouse where contamination of working
surfaces, slaughtering equipment, air and wastewater can occur.
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Promotion of Slovenian Science: The members of the project team are involved in
international projects that cooperate with professional institutions such as the European
Reference Laboratories in the European Food Safety Authority.

11.Vpetost raziskovalnih rezultatov projektne skupine

11.1. Vpetost raziskave v domace okolje

Kje obstaja verjetnost, da bodo vasa znanstvena spoznanja delezna zaznavnega odziva?

v domacih znanstvenih krogih
pri domacih uporabnikih

Kdo (poleg sofinancerjev) Ze izraza interes po vasih spoznanjih oziroma rezultatih?!

Zanimanje za nase raziskave kazejo:

e Nacionalna komisija za smotrno rabo protimikrobnih zdravil

¢ nosilci dejavnosti kmetijske in Zivilsko predelovalne stroke,

¢ diagnosticni laboratoriji (laboratoriji regionalnih enot NVI)

e zdravniki, veterinarji , patologi in epidemiologi medicinske in veterinarske stroke, da bi
lazje ovrednotili razmere, glede Sirjenja odpornih bakterij.

e druge raziskovalne institucije, predvsem za Fakulteto za farmacijo, kjer se ukvarjajo s
sintezo novih antibiotikov.

11.2. Vpetost raziskave v tuje okolje
Kje obstaja verjetnost, da bodo vasa znanstvena spoznanja delezna zaznavnega odziva?
v mednarodnih znanstvenih krogih

F pri mednarodnih uporabnikih

Navedite stevilo in obliko formalnega raziskovalnega sodelovanja s tujini raziskovalnimi
institucijami:12

Sodelujemo s 4 tujimi institucijami:

» Projekt Prepare-Vet, (Danish Technical University) na podrocCju izobrazevanja

e Evropski referencni laboratorij (EU-RL) za rezistenco bakterij v Kopenhagnu.

e Tuji strokovnjaki, ki kot zunanji eksperti vsako leto potrdijo ustreznost delovanja
laboratorijev VF/NVI v skladu s standardom ISO 17025.

« Clani projektne skupine sodelujejo v SRIP (Strate$ko, razvojno in inovativno partnerstvo)
na podrocCju Zdravje-Medicina (v vertikali 4, Odporne bakterije).

Kateri so rezultati tovrstnega sodelovanja:13

e Sodelovanje pri projektu Prepare-Vet, (DTU, Kopenhagen) ima za cilj celovito
usposabljanje in izobrazevanje evropskih Studentov veterinarstva na podro¢ju smotrne
rabe protimikrobnih zdravil.

¢ Sodelovanje z Evropskim referencnim laboratorijem za rezistenco v Kopenhagnu- zaradi
zunanjega preverjanja usposobljenosti laboratorijev za izolacijo in identifikacijo odpornih
bakterij (E. coli, S. aureus, Enterococcus sp., Salmomella sp., Campylobacter spp.).

e Tuji strokovnjaki so udelezeni pri preverjanju zagotavljanja kakovosti s podrocja
ugotavljanja odpornosti bakterij. Nadzor izvajajo v okviru Slovenske akreditacije (SA), kjer
kot zunanji eksperti vsako leto potrdijo ustreznost delovanja laboratorijev VF/NVI v skladu s
standardom ISO 17025.

« Clani projektne skupine sodelujejo v SRIP (Strate$ko, razvojno in inovativno partnerstvo)
na podrodju Zdravje-Medicina (v vertikali 4, Odporne bakterije). Nalozbo sofinancirata RS in
EU iz Evropskega sklada za regionalni razvoj.

12.0znacite, katerega od navedenih ciljev ste si zastavili pri projektu, katere konkretne
rezultate ste dosegli in v kaksni meri so dosezeni rezultati uporabljeni
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Cilj
F.01 |Pridobitev novih prakti¢nih znanj, informacij in vescin

Zastavljen cilj @ pa ONE

Rezultat | Dosezen J|

Uporaba rezultatov |V celoti Jl
F.02 |Pridobitev novih znanstvenih spoznanj

Zastavljen cilj @ pa ONE

Rezultat | Dosezen J|

Uporaba rezultatov |Uporab|jen bo v naslednjih 3 letih J|
F.03 |Vecja usposobljenost raziskovalno-razvojnega osebja

Zastavljen cilj @ pa ONE

Rezultat | Dosezen Jl

Uporaba rezultatov |V celoti J|
F.04 |Dvig tehnoloske ravni

Zastavljen cilj O pa ®NE

Rezultat | J

Uporaba rezultatov | J|
F.05 [Sposobnost za zacetek novega tehnoloskega razvoja

Zastavljen cilj O pa ®NE

Rezultat | J|

Uporaba rezultatov | Jl
F.06 |Razvoj novega izdelka

Zastavljen cilj O pA @ NE

Rezultat | J|

Uporaba rezultatov | J|
F.07 |IzboljSanje obstojecega izdelka

Zastavljen cilj O pa @ NE

Rezultat | Jl

Uporaba rezultatov | J|
F.08 |Razvoj in izdelava prototipa

Zastavljen cilj O pa ®NE

Rezultat | J

Uporaba rezultatov | J|
F.09 |Razvoj novega tehnoloskega procesa oz. tehnologije

Zastavljen cilj O pa ®NE

Rezultat | J|

Uporaba rezultatov | Jl
F.10 |IzboljSanje obstojecega tehnoloskega procesa oz. tehnologije

Zastavljen cilj Cpba ®NE
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Rezultat

| —

Uporaba rezultatov

5|

F.11 |Razvoj nove storitve

Zastavljen cilj

@ pa ONE

Rezultat

| Dosezen J|

Uporaba rezultatov

|V celoti J|

F.12 [IzboljSanje obstojece storitve

Zastavljen cilj

O pA ®NE

Rezultat

| B

Uporaba rezultatov

| |

F.13 |Razvoj novih proizvodnih metod in instrumentov oz. proizvodnih procesov

Zastavljen cilj

O pa ®NE

Rezultat

| |

Uporaba rezultatov

| |

Izboljsanje obstojec
procesov

ih proizvodnih metod in instrumentov oz. proizvodnih

Zastavljen cilj

O pa ®NE

Rezultat

| 5|

Uporaba rezultatov

5|

F.15 |Razvoj novega informacijskega sistema/podatkovnih baz

Zastavljen cilj

O pA ®NE

Rezultat

| B

Uporaba rezultatov

5|

F.16 |IzboljSanje obstojecega informacijskega sistema/podatkovnih baz

Zastavljen cilj

@ pa ONE

Rezultat

| DoseZen Jl

Uporaba rezultatov

|Uporab|jen bo v naslednjih 3 letih J

F.17 |Prenos obstojecih tehnologij, znanj, metod in postopkov v prakso

Zastavljen cilj

@ pa ONE

Rezultat

| DosezZen J|

Uporaba rezultatov

|Uporab|jen bo v naslednjih 3 letih J|

Posredovanje novih

znanj neposrednim uporabnikom (seminarji, forumi,

konference)
Zastavljen cilj @ pa ONE
Rezultat | Dosezen J|

Uporaba rezultatov

|V celoti Jl

F.19 |Znanje, ki vodi k ustanovitvi novega podjetja ("spin off")

Zastavljen cilj

O pa ®NE

Rezultat

| |

Uporaba rezultatov

5|
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F.20 |Ustanovitev novega podjetja ("spin off")
Zastavljen cilj O pa ®NE
Rezultat | J|
Uporaba rezultatov | Jl

F.21 |Razvoj novih zdravstvenih/diagnosti¢nih metod/postopkov
Zastavljen cilj @ pa ONE
Rezultat | Dosezen Jl
Uporaba rezultatov | Delno J

F.22 |IzboljSanje obstojecih zdravstvenih/diagnosticnih metod/postopkov
Zastavljen cilj @ pa ONE
Rezultat | Dosezen J|
Uporaba rezultatov |V celoti J|

F.23 [Razvoj novih sistemskih, normativnih, programskih in metodoloskih resitev
Zastavljen cilj C pa @ NE
Rezultat | J|
Uporaba rezultatov | J|

F.24 Izg_oljéanje obstojecih sistemskih, normativnih, programskih in metodoloskih
resitev
Zastavljen cilj @ pa ONE
Rezultat | Dosezen Jl
Uporaba rezultatov | Delno J

F.25 |Razvoj novih organizacijskih in upravljavskih resitev
Zastavljen cilj C'pa @ NE
Rezultat | J|
Uporaba rezultatov | J|

F.26 [IzboljSanje obstojecih organizacijskih in upravljavskih resitev
Zastavljen cilj C bpa @ NE
Rezultat | J|
Uporaba rezultatov | J|

F.27 |Prispevek k ohranjanju/varovanje naravne in kulturne dediscine
Zastavljen cilj O pa ®NE
Rezultat | =
Uporaba rezultatov | Jl

F.28 |Priprava/organizacija razstave
Zastavljen cilj O pAa @ NE
Rezultat | Jl
Uporaba rezultatov | J

F.29 |Prispevek k razvoju nacionalne kulturne identitete
Zastavljen cilj O pa ®NE
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Rezultat | J|

5|

Uporaba rezultatov

F.30 |Strokovna ocena stanja

Zastavljen cilj ®pa ONE

Rezultat | Dosezen J|

Uporaba rezultatov |V celoti J|
F.31 |Razvoj standardov

Zastavljen cilj O bpA @ NE

Rezultat | =

Uporaba rezultatov | Jl

F.32 |Mednarodni patent

Zastavljen cilj O pAa @ NE

Rezultat | Jl

Uporaba rezultatov | J

F.33 |Patent v Sloveniji

Zastavljen cilj C'pa @ NE

Rezultat | J|

Uporaba rezultatov | J|
F.34 |Svetovalna dejavnost

Zastavljen cilj ®pa ONE

Rezultat | Dosezen J|

Uporaba rezultatov |V celoti J|
F.35 |Drugo

Zastavljen cilj @ pa ONE

Rezultat | Dosezen J|

Uporaba rezultatov |Uporab|jen bo v naslednjih 3 letih Jl

Komentar

F.01, F.02, F.03. V okviru projekta smo pridobili Stevilne nove informacije in znanstvena
spoznanja o pojavnosti, vrsti in lastnostih izolatov bakterij s posebnimi oblikami odpornosti,
pridobljenimi iz zivali, farmskega okolja in okolja klavniske industrije. Pri tem so sodelovali
raziskovalci iz vseh sodelujocih institutov in se ob tem dodatno izpopolnjevali in
usposabljali.

F.11, F12. S posodobitvijo diagnosti¢nih postopkov lahko ponudimo SirSi spekter preiskav za
izolacijo odpornih bakterij (npr. izolacija proti kolistinu odpornih enterobakterij z usmerjeno
preiskavo na selektivnih gojisc€ih), testiranja obcutljivosti oz. odpornosti ter molekularnih
metod (npr. dokazovanje genov za odpornost proti karbapenemom).

F.16, F17. IzboljSanje obstojecih podatkovnih baz je bilo oditno pri oblikovanju skupne
arhivske zbirke posebno odpornih bakterij in postavitvi SirSe baze podatkov.

F.18. Z rezultati preiskav smo seznanili partnerje na projektu in stranke, od katerih smo
pridobili vzorce oz. izolate odpornih bakterij, Sirsi strokovni javnosti in pristojnim upravnim
sluzbam. Podatki so bili posredovani v obliki seminarjev, permanentnih izobrazevanj,
strokovnih posvetovanj in objav v domadi in tuji strokovni literaturi.

F.21, F.22. Pregledovali smo veliko razli¢nih vzorcev, zato je bilo potrebno nekatere
standardne metode delno modificirati oz. prilagoditi vrsti in velikosti vzorca. Zaradi tega so
bile posredno ali neposredno modificirane diagnosti¢cne metode. Prilagodili smo postopek za
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izolacijo odpornih bakterij iz vode s filtracijo in postopek za izolacijo odpornih bakterij iz
zraka.
F.24, F.30. Na podlagi ocene stanja glede pogostnosti pojavljanja odpornih bakterij smo
svetovali pri izboljSanju tehnologij v smeri vecje varnosti Zivil.
F.34. Svetovanja smo izvajali, kadar smo obravnavali vecje povezane problematike,
najvecCkrat delavcem in veterinarjem na farmah prasicev, kjer je ugotovljena kolonizacija
zivali z MRSA. Na podlagi tipizacije z molekularnimi metodami smo pomagali pri sledenju virov
okuzb in predlagali ukrepe za preprecevanje nastanka novih okuzb.
13.0znadite potencialne vplive oziroma ucinke vasih rezultatov na navedena podrocja
Vpliv N_i Majh_en Sred_nji Vel_ik
vpliva | vpliv vpliv vpliv
G.01 Razvoj visokosolskega izobrazevanja
Razvoj dodiplomskega
G.01.01. izobrazevanja c o o ®
Razvoj podiplomskega
G.01.02. izobrazevanja c o o ®
G.01.03. |Drugo: @] e O O
G.02 Gospodarski razvoj
Razsiritev ponudbe novih
G.02.01 izdelkov/storitev na trgu c O o o
G.02.02. |Siritev obstojecih trgov & 5] [ 5] #)
G.02.03. |Znizanje strogkov proizvodnje ® & [ 5] 5]
ZmanjSanje porabe materialov in
G.02.04. energlje ® O O O
G.02.05. |Razsiritev podro¢ja dejavnosti ® [ & [
G.02.06. |Vedja konkurencna sposobnost ® O o O
G.02.07. |Vedji delez izvoza ® & & L
G.02.08. |Povecanje dobicka ® [ & [
G.02.09. |[Nova delovha mesta ® 5] 5] [i#]
Dvig izobrazbene strukture
G.02.10. | 18 Jonih ® @ O O
G.02.11. [Nov investicijski zagon 5] & 5] [i#]
G.02.12. |Drugo: O O O O
G.03 Tehnoloski razvoj
Tehnoloska razsiritev/posodobitev
G.03.01. |t unosti ® O O O
Tehnolosko prestrukturiranje
G.03.02. | aizvnosti ® O 5] O
G.03.03. |Uvajanje novih tehnologij & 5] 5] 5]
G.03.04. |Drugo: & 3] [ 3] [ ¥]
G.04 Druzbeni razvoj
G.04.01 |Dvig kvalitete Zivljenja & = [ &
G.04.02. |Izbolj8anje vodenja in upravljanja ® O o O
IzboljSanje delovanja
G.04.03. administracije in javne uprave @ e C C
G.04.04. |Razvoj socialnih dejavnosti O] & & O
G.04.05. |Razvoj civilne druzbe & 5] 5] %)
G.04.06. |Drugo: i3] 3] 3] [ 3]
Ohranjanje in razvoj nacionalne
G.05. naravne in kulturne dediséine in & 5] 5] %)
identitete
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Varovanje okolja in trajnostni
G-06. razvoj ® O O O
G.07 Razvoj druzbene infrastrukture

Informacijsko-komunikacijska
G.07.01. infrastruktura ® O O O
G.07.02. |Prometna infrastruktura O] 3] 3] [ 3]
G.07.03. |Energetska infrastruktura ® 5] 5] [i#]
G.07.04. |Drugo: | O (4, O &)

Varovanje zdravija in razvoj
G.08. zdravstvenega varstva G o ® O
G.09. |Drugo: | @ (4, O &)
Komentar

G.01. V okviru dodiplomskega izobraZzevanja za Studente veterinarstva smo v okviru

predmeta Mikrobiologija in parazitologija povecali Stevilo ur v zvezi s preudarno rabo
antibiotikov in spremljanja odpornosti bakterij, kar se kaze v vecji osvesc¢enosti novih
generacij veterinarjev.

G.04, G.08. Rezultati projekta kazejo smernice, kako zmanjsati kontaminiranost zivil
Zivalskega izvora z odpornimi bakterijami in povecati osvescenost oz. znanje potrosnikov v
smeri varnejse priprave hrane, kar bo imelo vpliv na varovanje zdravja in razvoj
zdravstvenega varstva.

14.Naslov spletne strani za projekte, odobrene na podlagi javnih razpisov za sofinanciranje

C.

raziskovalnih projektov za leti 2016 in 201714

izvora

https://www.vf.uni-lj.si/podrocje/izvor-sirjenje-odpornih-bakterij-preko-zivil-zivalskega-

IZJAVE

Podpisani izjavljam/o, da:
so vsi podatki, ki jih navajamo v porocilu, resnic¢ni in tocni;

se strinjamo z obdelavo podatkov v skladu z zakonodajo o varstvu osebnih podatkov za
potrebe ocenjevanja in obdelavo teh podatkov za evidence ARRS;

so vsi podatki v obrazcu v elektronski obliki identi¢ni podatkom v obrazcu v pisni obliki (v
primeru, da porocilo ne bo oddano z digitalnima podpisoma);

so z vsebino zaklju¢nega porocila seznanjeni in se strinjajo vsi soizvajalci projekta;

bomo sofinancerjem isto¢asno z zaklju¢nim porocilom predlozili tudi elaborat na zgoscenki (CD),
ki ga bomo posredovali po posti, skladno z zahtevami sofinancerjev.

Podpisi:

zastopnik oz. pooblas¢ena oseba
raziskovalne organizacije:

Univerza v Ljubljani, Veterinarska

fakulteta

Datum:

[13.3.2019 |

Oznaka porocila: ARRS-CRP-ZP-2019/11

vodja raziskovalnega projekta:

Irena Zdovc
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Zakljuéno porocilo ciljnega raziskovalnega projekta - 2019

1 NapisSite povzetek raziskovalnega projekta (najvec¢ 3.000 znakov v slovenskem in angleSkem jeziku). Nazaj

2 Navedite cilje iz prijave projekta in napisite, ali so bili cilji projekta dosezeni. Navedite klju¢ne ugotovitve,
znanstvena spoznanja, rezultate in ucinke raziskovalnega projekta in njihovo uporabo ter sodelovanje s tujimi
partnerji. Najvec¢ 12.000 znakov vklju¢no s presledki (priblizno dve strani, velikost pisave 11). Nazaj

3 Realizacija raziskovalne hipoteze. Najvec¢ 3.000 znakov vklju¢no s presledki (priblizno pol strani, velikost
pisave 11). Nazaj

4 Navedite morebitna bistvena odstopanja in spremembe od predvidenega programa dela raziskovalnega
projekta, zapisanega v prijavi raziskovalnega projekta. Navedite in utemeljite tudi spremembe sestave projektne
skupine v zadnjem letu izvajanja projekta. Ce sprememb ni bilo, navedite »Ni bilo sprememb«. Najvec 6.000
znakov vkljuéno s presledki (priblizno ena stran, velikosti pisave 11). Nazaj

5 Navedite dosezke na raziskovalnem podrocju (najvec deset), ki so nastali v okviru tega projekta.

Raziskovalni dosezek iz obdobja izvajanja projekta (do oddaje zakljuc¢nega porocila) vpiSete tako, da izpolnite
COBISS kodo dosezka - sistem nato sam izpolni naslov objave, naziv, IF in srednjo vrednost revije, naziv FOS
podrocja ter podatek, ali je dosezek uvrsc¢en v A" ali A'. Nazaj

® Navedite doseke na podrocju gospodarstva, druzbenih in kulturnih dejavnosti (najvec pet), ki so nastali v
okviru tega projekta.

Dosezek iz obdobja izvajanja projekta (do oddaje zaklju¢nega porocila) vpiSete tako, da izpolnite COBISS kodo
doseZka, sistem nato sam izpolni podatke, manjkajocCe rubrike o dosezku pa izpolnite.

Dosezek na podrocju gospodarstva, druzbenih in kulturnih dejavnosti je po svoji strukturi drugacen kot
znanstveni dosezek. Povzetek znanstvenega dosezka je praviloma povzetek bibliografske enote (¢lanka,
knjige), v kateri je dosezek objavljen.

Povzetek dosezka na podrolju gospodarstva, druzbenih in kulturnih dejavnosti praviloma ni povzetek
bibliografske enote, ki ta dosezek dokumentira, ker je dosezek sklop vec rezultatov raziskovanja, ki je lahko
dokumentiran v razli¢nih bibliografskih enotah. COBISS ID zato ni enoznacen izjemoma pa ga lahko tudi ni (npr.
prehod mlajsih sodelavcev v gospodarstvo na pomembnih raziskovalnih nalogah, ali ustanovitev podjetja kot
rezultat projekta ... - v obeh primerih ni COBISS ID). Nazaj

7 Navedite rezultate raziskovalnega projekta iz obdobja izvajanja projekta (do oddaje zaklju¢nega porocila) v
primeru, da katerega od rezultatov ni mogoce navesti v tockah 7 in 8 (npr. v sistemu COBISS rezultat ni
evidentiran). Najvec 2.000 znakov, vklju¢no s presledki. Nazaj

8 pomen raziskovalnih rezultatov za razvoj znanosti in za razvoj Slovenije bo objavljen na spletni strani:
http://sicris.izum.si/ za posamezen projekt, ki je predmet porocanja. Nazaj

9 Najvec 4.000 znakov, vkljuéno s presledki. Nazaj
10 Najvec 4.000 znakov, vkljuéno s presledki. Nazaj
11 Najvec 500 znakov, vklju¢no s presledki. Nazaj
12 Najvec 500 znakov, vklju¢no s presledki. Nazaj
13 Najvec 1.000 znakov, vkljuéno s presledki. Nazaj

14 Izvajalec mora za projekte, odobrene na podlagi Javnega razpisa za izbiro raziskovalnih projektov Ciljnega
raziskovalnega programa »CRP 2016« v letu 2016, Ciljnega raziskovalnega programa »CRP 2017« v letu 2017 in
Javnega razpisa za izbiro raziskovalnih projektov Ciljnega raziskovalnega programa »Zagotovimo.si hrano za
jutri« v letu 2016, na spletnem mestu svoje RO odpreti posebno spletno stran, ki je namenjena projektu.
Obvezne vsebine spletne strani so: vsebinski opis projekta z osnovnimi podatki glede financiranja, sestava
projektne skupine s povezavami na SICRIS, faze projekta in njihova realizacija, bibliografske reference, ki
izhajajo neposredno iz izvajanja projekta ter logotip ARRS in drugih sofinancerjev. Spletna stran mora ostati
aktivna Se 5 let po zakljucku projekta. Nazaj
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Priloga 1: Vsebinsko poro¢ilo

Priloga 1 je obvezen element zakljucnega porocila. Studija je raziskovaino porodilo za
naroénika (MKQ), ki mora vkljucevati vse elemente raziskovalnega dela :

- povzetek (v slovenskem in angleskem jeziku)

- opis problema in ciljev:

- kratek povzetek kljucnih ugotovitev iz literature;

- uporabljena metodo dela:

- rezultati raziskave

- razprava. zakljucki in priporocila narocniku.

- morebitne priloge k porocilu (smernice, tehnicni listi,...).

Jasno je potrebna izpostaviti raziskovalni kontekst naloge, doseganje zastavijenih ciljev
iz razpisa in tudi (moznosti) aplikacije ter poirebe po dodatnih raziskavah.

Pricakujemo minimalni obseg poroéila 20.000 znakov brez presiedkov (brez prilog).
Oblika porocila je prepuséena avtorjem. Priporocena je uporaba oblike in stila pisanja
znanstvenih objav. Presoja $tudije bo potekala iz vsebinskega pa iudi oblikovnega
vidika, saj bo objavijena na spletnih straneh digitalne knjiZnice.
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Priloga 1: Zaklju€no porotilo ciljnega raziskovalnega projekta, CRP V4-1606

IZVOR IN SIRJENJE ODPORNIH BAKTERI) PREKO ZIVIL ZI\ 2-

THE ORIGIN AND SPREAD OF RESISTANT BACTERIA THRO
ANIMAL ORIGIN

Irena Zdovc, Golob Majda, Jamnikar Ciglene&ki Urka, Kirbi§ Andrej, KrapeZ
Uro$, Krizman Manja, Ku3ar Darja, Ocepek Matjaz, Pate Mateja, Pintaric Stefan,
Zajc Urska, Zorman Rojs Olga

Kljuéne besede: odpornost bakterij proti protimikrobnim zdravilom; MRSA; VRE; ESBL/AmpC;
karbapenemaze; odpornost proti kolistinu; varna hrana

Key words: antimicrobial resistance; MRSA; VRE; ESBL/AmpC; carbapenemase; colistin
resistance; food safety

POVZETEK

Odpornost bakterij proti antibiotikom je v veterinarski medicini postala velik problem tako pri
ekonomskih kot tudi pri ljubiteljskih vrstah Zivali. Pri Zivalih, ki so namenjene za prehrano ljudi,
imajo velik zoonotiéni pomen proti meticilinu odporne bakterije Staphylococcus aureus
(Livestock-Associated ali LA-MRSA), ki so raziirjene predvsem v rejah pradi€ev. V zadnjih letih
postajajo problem tudi enterobakterije, ki izloZajo betalaktamaze z razdirjenim spektrom
delovanja (ESBL) in proti karbapenemom odporne bakterije. Pomembni so postali tudi izolati
enterobakterij z odpornostjo proti kolistinu, ki se sicer uporablja za zdravijenje predvsem
perutnine in pragi¢ev, vendar je v Sloveniji poraba zelo majhna. Zaradi pojava bakterij, ki so
odporne proti karbapenemom, je namret v humani medicini postal kolistin rezervni antibiotik
(ang). critical important antimicrobials, CIA) za zdravijenje takih okuZb. Ker obstaja moinost,
da so bakterije zaradi uporabe kolistina za zdravljenje rejnih Zivali pridobile gene za odpornost,
je poznavanje stanja pri Zivalih zelo pomembno. Pri gospodarskih Zivalih je osebni stik s
tlovekom manjizraen, vendar lahko prihaja do prenosa odpornih bakterij (ali njihovih genov)
preko hrane, kar pomeni, da se hkrati lahko kolonizira ali okuZi velje 3tevilo ljudi.

V nadi raziskavi smo pregledovali vzorce v objektih za rejo gospodarskih Zivali v zadnjih
dneh reje in ob klanju Zivali. Vse vzorce smo preiskali po laboratorijskih protokolih za
usmerjeno izolacijo proti meticilinu odpornih bakterij S. gureus (MRSA), proti vankamicinu
odpornih enterokokov {VRE) in proti aminoglikozidom v visokih koncentracijah odpornih
enterokokov (HLAR). Med enterobakterijami smo preiskovali prisotnost E. coli z razdirjenim
spektrom betalaktamaz (ESBL/AmpC), E. coli s karbapenemazami (Carba/Oxa) in z odpornostjo
proti kolistinu.

Preiskali smo razlitne okoljske vzorce iz farme za purane in kasneje iz klavnice, kamor
so e sivali v zakol. Na farmi smo izolirali le £, coli ESBL na dveh mestih (prah na ventilatorjih
in iztrebki migi), kasneje na klavnici pa E. coli AmpC na treh razliZnih mestih (kletke s purani,
&revo in bris trupa pred hiajenjem). Rezultati preiskav na ostale odporne bakterije so bili



negativni, zato menimo, da reje puranov niso zelo problematitne, potrebna pa je pazljivost,
da ne pride do kontaminacije z E. coli na klavnici.

Za ugotavljanje sledenja morebitne kontaminacije Zivali med procesom klanja smo
pregledali brise pi$€ancev brojlerjev in okolja na perutninski klavnici, kjer so v enem dnevu
opravili zaporedno klanje ¥ivali s treh razliénih farm. Na ta natin smo Zeleli ugotoviti, kaksna
je na klavnici verjetnost kontaminacije perutninskega mesa z odpornimi bakterijami, ki so
ostale na liniji klanja po predhodnem klanju. Ugotovili smo, da je velika verjetnost prenosa £.
coli AmpC iz klavnitkega okolja na trupe pisancev, vendar zaradi velike raznolikosti izolatov
tega nismo mogli neposredno dokazati. 1z vzorcev perutnine je bil doslej pridobljen tudi izolat
MRSA in dva identitna izolata VRE.

Na praiterejski farmi smo ugotovili prisotnost MRSA iz vetine vzorcev, E. coli ESBL pa
iz vzorcev, povezanih s fekalno kontaminacijo. {dentine izolate smo ugotovili tudi iz vzorcev,
ki smo jih izolirali kasneje na klavnici, zato sklepamo, da vetina odpornih bakterij v klavnico
pride z Fivalmi ob vsakokratnem klanju. MoZen pa je tudi prenos bakterij pri obdelavi klavnih
trupov oz. ob neupoitevanju vseh predpisanih postopkov med kianjem.

Verjetnost prenosa odpornih bakterij med razli¢nimi vrstami Zivali smo preuevali na
posestvu z metano populacijo in ugotovili smo prvi primer MRSA pri teletih v Sloveniji, pri
praditih pa prvi primer kolonizacije z bakterijo MRSA, pri kateri je bil za odpornost odgovoren
gen mecC.

Vsi omenjeni prablemi imajo lahko zelo velik vpliv na zdravje ljudi, zato jih je mogoce
refevati le z odgovornim in usklajenim delom vseh vpletenih strok.

ABSTRACT

The antimicrobial resistance has become a major problem in the veterinary medicine, both in
economic and in pet animals. in the food-producing animals, a great zoonotic impact has been
shown by the methicillin-resistant Staphylococcus aureus (Livestock-Associated, LA-MRSA),
present mainly in the rearing pigs. In recent years, enterobacteria that are producing the
extended spectrum beta-lactamases {ESBLs) and bacteria resistant to carbapenems are
representing an increasing issue. Furthermore, isolates of enterobacteria resistant to colistin
have also become important as colistin is commonly used to treat the farmed animals,
especially poultry and pigs, but the consumption in Slovenia is very low. However, due to the
occurrence of bacteria that are resistant to carbapenems, colistin has become a reserve
antibiotic (critical important antimicrobial, CIA) in human medicine for the treatment of
carbapenems-resistant enterobacterial infections. Since it is possible that bacteria have
acquired genes for the resistance due to the use of colistin in farm animals, it is very important
to study this bacterial resistance in animals. In livestock, the personal contact with humans is
less pronounced, but the transmission of resistant bacteria {or their genes) through food may
be more important, which means that more people can be colonized or infected at the same
time.

In the scope of our study, samples from the animal breeding facilities in the last days
of rearing were inspected in addition to the samples from the slaughtering. All the samples
were tested according to laboratory protocols for the isolation of meticillin-resistant S. aureus
{MRSA), vancomycin-resistant enterococci (VRE) and high-level aminoglycoside-resistant
enterococci (HLAR). Among the enterobacteria, the presence of E. coli with an extended
spectrum of betalactamases (ESBL/AmpC), E. coli with carbapenemases (Carba/Oxa) and the
colistin resistance were inspected.



The various environmental samples from the turkey farm and later from the affiliated
slaughterhouse were inspected. At the farm, only £, coli ESBL was isolated from two sampling
sites (dust from the fans and mice faeces), and later in the slaughterhouse E. coli AmpC from
three different locations (transporter cages for turkeys, intestines and swabs before cooling).
The results of the tests for other resistant bacteria were negative; therefore, it can be
concluded that the turkey breeding farms are not very problematic. However, caution of the
slaughterhouse personnel is important to avoid cross contamination with E. coli at the
slaughter line.

For the investigation of possible contamination of the animals during the slaughtering
process, swab samples were collected from broilers and from surfaces in the pouitry
slaughterhouse where slaughtering of animals from three different farms was performed
consecutively in one day. in this manner, we aimed to determine the probability of
contamination of poultry meat with resistant bacteria that remained on the slaughter line
after the previous slaughtering. 1t was discovered that there is a high probability of
transmitting E. coli AmpC from the abattoir environment to chicken carcasses, but due to the
large variety of isolates this could not be directly confirmed. In addition, one MRSA isolate and
two identical VRE isolates were also obtained from the poultry sampies.

At the pig farm, the presence of MRSA was detected in most of the samples, and also
E. coli ESBL from samples associated with faecal contamination. ldentical isolates were also
found from samples collected later at the slaughterhouse, thus it can be concluded that most
of the resistant bacteria are probably introduced to the slaughterhouse from the animals at
each slaughtering. Bacterial contamination during the manipulation of pig carcasses or due to
failing the compliance with all prescribed procedures during slaughtering is also possible.

The probability of transmission of resistant bacteria among different animal species
was studied at a mixed-animal farm. Surprisingly, the first case of MRSA in calves in Slovenia
was discovered, and a first case in pigs of colonization with MRSA harbouring the mecC
resistance gene.

All these problems can have a tremendous impact on the human health, thus they can
be solved only with a responsible and coordinated work of all the involved professions.

1. OPIS PROBLEMA

Bakterijske okuzbe so e vedno med najbolj pomembnimi vzroki za bolezni ljudi in Zivali. Razvoj
in uporaba razliénih antibiotikov sta obetala utinkovito reditev problema, vendar je zaradi
pretirane in nekrititne uporabe na razli¢nih podrodjih hitro prislo do razvoja sekundarne
odpornosti. V veterinarski medicini tudi v Sloveniji ugotavijamo, da se pri ljubiteljskih vrstah
tivali ¥e pojavijajo okuibe z bakterijami, ki so razvile podobno stopnjo sekundarne odpornosti,
kot je bila v preteklosti znana le pri ljudeh. Se bolj pomembne pa so odporne bakterije v tredah
rejnih Zivali, ki prestavijajo velik del prehranske verige in tako lahko posredno zelo vplivajo na
zdravje ljudi. Poseben problem predstavljajo bakterije, ki so hkrati odporne proti antibiotikom
iz vet razlignih farmakoloZkih skupin (vetkratno odporne bakterije, VOB). Med njimi so
pomembne tudi bakterije z zelo specifiénimi oblikami odpornosti, predvsem proti meticilinu
odporni stafilokoki (MRS), ve¢kratno odporni Enterococcus faecalis in Enterococcus faecium,
enterobakterije, ki izlo¢ajo encime betalaktamaze z razdirjenim spektrom delovanja (ESBL) in
karbapenemaze. V zadnjem letu so veliko pozornosti vzbudili tudi izolati enterobakterij z
odpornostjo proti kolistinu, ki se sicer uporablja za zdravljenje rejnih Zivali, predvsem



perutnine in praditev. Zaradi pojava bakterij, ki so odporne proti karbapenemom, je namret v
humani medicini postal kolistin rezervni antibiotik (ang. critical important antimicrobials, CIA)
za zdravljenje takih okulb. Ker obstaja moZnost, da so bakterije zaradi uporabe kolistina za
zdravijenje rejnih %ivali pridobile gene za odpornost, je stanje glede odpornosti pri Zivalih
potrebno temeljito raziskati. V ve&ini primerov je moZen prenos teh bakterij z Zivali na ljudi in
obratno, zato jih v strokovni literaturi e omenjajo med povzrotitelji zoonoz.

Stafilokoki, proti katerim so bili pripravljeni prvi antibiotiki, so zaZeli razvijati
mehanizme odpornosti fe zelo kmalu po zatetku uporabe. Nara$tanje odpornosti je bilo tudi
posledica tega, da se genetski zapisi za rezistenco lahko prenagajo tudi preko mobilnih
genetskih enot, kot so plazmidi in transpozoni. Zaradi izloanja betalaktamaz (npr. penicilinaz)
penicilin ni bil vet uginkovit, zato se je pojavila potreba po novih antibiotikih. Problem je bil
zatasno reten, ko so leta 1959 sintetizirali prvi polsintetiéni penicilin, imenovan meticilin,
vendar so se e dve leti kasneje pojavili prvi odporni sevi, ki pa so imeli drugalen mehanizem
odpornosti. Ti sevi so bili sposobni sintetizirati posebno obliko penicilin vezavne beljakovine
(PBP2), proti kateri antibiotik ni deloval in bakterije so normalno preiivele. Sevi proti
meticilinu odpornih bakterij Staphylococcus aureus (MRSA) so bili sprva problematitni le v
humani medicini, kjer so predstavijali najpomembnejle bolnisnine okuibe (HA-MRSA),
kasneje pa tudi v prosti populaciji {CA-MRSA). Problematika MRSA pa ima mnogo Sirse
razseznosti od leta 2007, ko 50 na Nizozemskem ugotovili, da so praditi na Stevilnih farmah
kolonizirani s posebnim tipom ST398, ki so ga poimenovali MRSA rejnih Zivali ali LA-MRSA (ang.
livestock associated MRSA). Zaradi prostega pretoka blaga in storitev znotraj EU se je LA-MRSA
zelo hitro razdirila po vseh driavah EU in tudi v Slovenijo.

Odpornost je kodirana s posebnim genom mecA, ki so ga nadli tudi pri Fivalskih izolatih
koagulazno pozitivnih stafilokokov {npr. S. aureus, S. pseudintermedius, S. schieiferi subsp.
coagulans). Poleg gena mecA so znani $e nekateri drugi podobni geni za odpornost proti
meticilinu, med katerimi je zagotovo najpomembneijii gen mecC, ki je bil prvi¢ opisan leta
2011. Ker se pojavija tako pri Elovedkih kot tudi pri Zivalskih izolatih MRSA (predvsem izolati iz
mieka govedi), je bilo to zelo pomembno odkritje tudi za veterinarsko medicino. Zaradi tega
smo v Sloveniji takoj posodobili molekularno diagnostiko MRSA in vpeljali metode za detekcijo
obeh genov. Glede na to, da so se v Sloveniji med &love3kimi izolati MRSA Ze pojavili sevi z
genom mecC, njihovo morebitno prisotnost preverjamo tudi v populacijah rejnih Zivali.

Enaki problemi kot pri Zivalskih izolatih so se poslediéno pojavili tudi tudi pri bakterijah,
ki kontaminirajo hrano. V zadnjem &asu so posebej izpostavljene razli¢ne vrste enterobakterij,
ki lahko izlodajo razliéne betalakamaze in zato spadajo v skupino ESBL (angl. extended
spectrum beta-lactomase). To pa pomeni, da so odporne proti vsem betalaktamskim
antibiotikom.

Velik problem predstavija tudi naradtanje odpornosti proti kinolonom, pri katerih gre
za drug mehanizem rezistence. Poleg tega pa se je pojavila tudi posebna skupina sevov, pri
katerih je gen za odpornost proti kinolonom na plazmidu (PMQR, angl. plasmid mediated
guinolone resistance). Vzorci mesa so pogosto bolj kontaminirani kot individualni vzorci Zivali,
kar je lahko posledica naknadne kontaminacije na klavnicah in v trgovinah. Pojav velkratno
odpornih bakterijskih sevov pri rejnih Zivalih je sicer pomemben s stali3fa zdravja Zivali, 3e bolj
pa je pomemben za zagotavijanje prehranske varnosti oz. ohranjanja zdravja ljudi. Pri rejnih
iivalih je osebni stik s Elovekom manj izraten, vendar lahko prihaja do prenosa odpornih
bakterij (ali njihovih genov) preko hrane, kar pomeni, da se hkrati lahko kolonizira ali okuZi
vecje Stevilo ljudi.



Med domatimi Zivalmi, ki so namenjene za prehrano ljudi, najveji delez Zivali z
vetkratno odpornimi bakterijami najdemo predvsem v rejah perutnine, pradifev in govedi.
Proti meticilinu odpornim sevom S. gureus (MRSA), ki so bili desetletja pomembni le kot
povzrotitelji okuzb pri ljudeh, se je v zadnjih letih pridrufila S pomembna skupina izolatov
(Livestock-Associated ali LA-MRSA), ki so epizootioloko povezani z gospodarskimi Zivalmi,
predvsem s prasii oz. s posebnim klonom ST398. Pri preiskavah pradi{jega mesa je bila v
razli¢nih $tudijah ugotovljena visoka stopnja kontaminacije z MRSA, zato je potreba po kontroli
pradi¢jega mesa $e posebno pomembna.

Problematika enterobakterij, ki izlotajo ESBL/AmpC je bila, podobno kot MRSA, sprva
omejena fe na bolni¥niéne okuibe pri fjudeh, vedje razseinosti pa je dobila Zele, ko so seve
zateli ugotavljati tudi pri gospodarskih Zivalih, predvsem pri govedu in perutnini, 3e posebej
pri brojlerjih. V Sloveniji so preliminarna testiranja o prisotnosti vetkratno odpornih bakterij v
mesu pokazala visoko stopnjo kontaminacije, zato je bila tudi v nadi raziskavi to prednostna
naloga.

V vetini primerov odporni izolati spadajo med zoonotitne in komenzalne bakterije, ki
s0 v osnovi za tloveka nepatogene, v dolofenih okolid€inah pa se lahko njihovi geni za
odpornost prenesejo na bakterije, ki so patogene za ljudiin/ali Zivali. Zato je poznavanje stanja
glede njihove prisotnosti v Zivilih pomebno pri nalrtovanju smernic za prepretevanje
kontaminacije.

Najbolj znana in raziskana je narad¢ajoa odpornost proti protimikrobnim zdravilom,
vendar ne smemo pozabiti na odpornost proti drugim protimikrobnim snovem, kot so npr.
razkudila in konzervansi. Slednji so zanesljivo prisotni v Zivilski industriji, zato ima to lahko zelo
pomembne posledice za zagotavljanje varnosti v proizvodni verigi hrane in pri Zivilskih izdelkih.
Zaradi tega je kljuénega pomena poznavanje pogostosti odpornih sevov, ki so patogeni za ljudi
in Zivali, pa tudi drugih mikroorganizmov vzdolZ celotne proizvodne verige in tudi poznavanje
mehanizma in s tem vzrokov odpornosti proti razlicnim protimikrobnim snovem.

Odporne izolate vetine omenjenih bakterijskih vrst z razliénimi oblikami velkratne
odpornosti Ze obZasno ali celo pogosto izoliramo tudi iz vzorcev Zivali, zrejenih v Sloveniji.
Zaradi tega ima veterinarska stroka dol2nost, da dobro pozna stanje vdomatih rejah in Zivilskih
obratih ter uvede ukrepe za preprefevanje irjenja odpornih bakterij preko Zivil Zivalskega
izvora.

2. MATERIALI IN METODE

Pri izvedbi nase raziskave smo se prilagajali obi¢ajnim razmeram in opravilom v izbranih rejah
tivali (ki so se nekoliko razlikovale glede na vrsto Zivali ter vrsto in velikost hlevov) in
predpisanemu delovnemu procesu v Zivilskih obratih. Zaradi tega smo morali katerega od
naértovanih postopkov izpeljati po nekoliko prilagojenem postopku ali pa smo aktivnosti
smiselno spremenili. V vseh primerih pa smo uspeli pridobiti vzorce, na podiagi katerih smo
lahko izpeljali zastavijene cilje.

Izbor in pregled hlevskih in klavnikih objektov za sledenje odpornih bakterij: Hleve smo
izbrali na nadin, da smo imeli v raziskavi zastopane glavne skupine rejnih Zivali, t.j. perutnino,
pradite in govedo. Ker smo pregled natrtovali in opravili zaradi raziskovalnega dela, smo za
obisk objektov pridobili soglasja lastnikov. V vetini primerov smo v raziskavo vkljutili posestva,



na katerih redijo le eno skupino rejnih Zivali, izjema je bilo zadnje posestvo, kjer je 3lo za
izrazito medano Zivalsko populacijo (konji, govedo, koze, pradi¢i in perutnina). Na tem
posestvu smo preutevali prenos odpornih bakterij med razli¢nimi Zivalskimi vrstami. Klavnice
so izbrali lastniki Zivali glede na ekonomsko ceno storitve oz. so bili kooperanti za posamezno
mesno industrijo.

2.1. Reja puranov in kiavnica za perutnino - odvzem vzorcev na kriticnih mestih

Po predlogu veterinarke, ki skrbi za kooperantske reje puranov, smo za vzorienje izbrali
gospodarstvo, kjer so bila v &asu reje potrebna zdravijenja z protimikrobnimi zdravili. izbor
vzorcev spremljane reje smo dolodili na osnovi prostorske razporeditve hlevov, pojavijanja
klini¢nih znakov bolezni in poslediénega antibiotiénega zdravljenja. V reji smo odvzeli
naslednje vrste vzorcev:

e nastil {na ve& mestih, glede na enote reje)
voda iz napajalnikov (odvzeta iz ve¢ napajainikov)
krma iz krmilnikov (odvzeta na ve mestih)
zrak v hievu (odvzet s posebnim vzorfevalnikom, Air Sampler)
brisi prezratevalnih sistemov {odvzet na vet mestih)
brisi ventilatorjev {odvzet na vef mestih)
brisi kljuk za vstop na farmo ter brisi 3kornjev skrbnika Zivali
vzorec tal, za kar smo uporabili previeke za obutev treh vzorcevalcev
dodatno smo odvzeli vzorce hlevske povriine, kjer je bil izhod za vodo iz objekta, v
katerem smo opazili misje iztrebke
Predvidene so bile tudi patoanatomske preiskave poginjenih Zivalih in odvzem vzorcev
abscesov na nogah za morebitno izolacijo stafilokokov, vendar dnevnega pogina ni bilo
mogode vzortiti po planu, ker v zadnjih dveh dneh pred vzoréenjem sploh niso imeli pogina.

Natanten natrt vzoréenja klavnice je bil pripravijen po prvem obisku, glede na lokacijske
posebnosti prostorov in opreme. Na klavnici smo spremljali in vzoréili purane, ki smo jih
spremljali Ze v reji. Po dogovoru z nosilcem Zivilske dejavnosti, so Sle te Zivali tisti dan prve na
linijo klanja. Pred klanjem je bila linija temeljito ofiS¢ena in razkuZena, kar pomeni, da smo s
tem zmanj3ali oz. izkljudili moZnost kontaminacije z bakterijami Zivali iz drugih rej. Na klavnici
smao odvzeli:

brise plati3¢ koles tovornjaka, ki je pripeljal Zivali s farme na klavnico

brise boksov, v katerih so bile pripeljane Zivali

vzorce Ciste bazenske vode za oparjanje

vzorec bazenske vode po oparjanju Zivali

brise trupov po evisceraciji

brise noZev za evisceracijo {rocaj in rezilo)

vsebino ¢revesja

brise trupov pred hlajenjem

meso za prodajo po koncu hlajenja

* & & o & ¢ ¢ o @



2.2. Klavnica za perutnino —klanje brojlerjev in odvzem vzorcev na kriti¢nih mestih

V &asu izvajanja projektnih nalog se je pokazala moZnost za vzoréenje koko3i in povriin na
perutninski klavnici, kjer v enem dnevu koljejo Zivali iz treh razliénih rej. Zeleli smo ugotoviti v
kolikéni meri bakterije Zivali, ki so bile klane prve, lahko kontaminirajo linijo klanja in vplivajo
na pojav odpornih bakterij pri naslednjih skupinah Zivali. Za ta namen smo odvzeli po 10 brisov
iz vsake skupine Zivali s treh razli¢nih farm (A, B, in C):
s Zivali farme A po zakolu in skubljenju
zivali farme A po evisceraciji
trupi zivali farme A pred hlajenjem
trupi Zivali farme A po hlajenju {pripravijene za prodajo)
zivali farme B po zakolu in skubljenju
Zivali farme B po evisceraciji
trupi Zivali farme B pred hlajenjem
trupi Zivali farme B po hlajenju (pripravljene za prodajo)
Zivali farme C po zakolu in skubljenju
zivali farme C po evisceraciji
trupi zivali farme C pred hlajenjem
trupi zivali farme C po hlajenju (pripravijene za prodajo)
voda iz parilnika
voda iz skubilnika pred zatetekom klanja
voda iz skubilnika po koncu klanja
bris traku
bris lijaka
nakljucni bris

® & & ¢ & & o o

2.3. Reja prasitev in kiavnica za rdefe meso - odvzem vzorcev na kriticnih mestih

Enako kot pri reji puranov smo farmo pradi¢ev (reja B) izbrali po prediogu lefelega veterinarja.
Farma je v preteklosti imela tefave z zdravstvenim stanjem Zivali, ki jih je bilo prav tako
potrebno zdraviti z antibiotiki. lzbrana reja prasicev spada med eno vetjih v Sloveniji. Odojke
kupujejo najve¢ v Avstriji in jih redijo do klavne teie. Farma je imela urejene Stevilne
razkuZevalne bariere, in sicer na vhodu v glavno stavbo, pri izhodu iz glavne stavbe na poti do
hlevov in dvojno bariero pred vstopom do samih prai¢ev. Opazili smo, da je bil sam hlev slab3e
prezragen. V njem je bilo povetano Stevilo insektov, predvsem muh.

2.3.1. Vzorfenje na posestvu
» tla vboksih prasifev (na vel mestih)
voda iz ve¢ napajalnikov
krma iz veC krmilnikov
zrak v hlevu {odvzet s posebnim vzorcevalnikom, Air Sampler)
brisi na prezracevalnih sistemih
brisi kljuk za vstop na farmo ter brisi Skornjev skrbnika Zivali.
kot vzorec tal smo uporabili obujke dveh vzorcevalcev.
brisi okolice farme (zunaj ograjenega dela posestva)



2.3.2. Vzortenje na klavnici

Na klavnici smo vzordili pradite, katere smo vzorili tudi na farmi. Po dogovoru z nosilcem
Fivilske dejavnosti so Sle te Zivali tisti dan prve na klanje. Kar pomeni, da je bila linija temeljito
otis¢ena in smo tako izkljudili vir bakterij od drugih Zivali. Odvzeli smo:

e & o o

brise platis¢ koles tovornjaka, ki je pripeljal Zivali

brise tovornjaka v katerih so bile pripeljane Zivali, in sicer brise tal in ograje v vidini nosu
nosne brise pradiev

vzorec vode po garanju Zivali {vzorec smo pridobili izredno teZko, ker se Zivali garajov
vertikalnem poloZaju in umazana voda izteka neposredno v bazen za odpadno vodo; s
tem je prepreteno, da Zivali ne pridejo v stik z isto (kontaminirano) vodo, kot v primeru
horizontainih bazenov za garanje)

brise trupov po evisceraciji

brise noZev za evisceracijo {rotaj in rezilo)

vsebino {revesja

brise trupov pred hiajenjem

2.4. Reja govedi in klavnica za rdefe meso - odvzem vzorcev na kritinih mestih

Plan za vzoréenje govedi je bil previden za primer, ¢e bi uspeli vzortiti na klavnici za rdele
meso v istem dnevu, ko bi potekalo klanje prasi¢ev in govedi. Poleg tega nam je uspelo
pridobiti soglasje lastnika za vzorZenje posestva, kjer so redili razlitne vrste ivali. Po navedbah
lastnika so teleta nabawvijali iz razli¢nih rej, nato pa so jih dopitali do klavne teie. Svinje so bile
kupljene na vedji farmi prasicev, ki uvaza Zivali iz razli¢nih drugih evropskih driav in je bila na
posestvu v preteklosti Ze dokazana prisotnost MRSA,

2.4.1. Vzorlenje na posestvu €asu reje

nosni brisi konj

brisi napajalnikov v konjskem hievu

brisi sten boksov oz. prahu v konjskem hlevu

nosni brisi svinj (7)

nosni bris merjasca

brisi sten boksov, napajalnikov in prahu v svinjskem hievu
nosni brisi telet (36)

brisi sten boksov in prahu v govejem hlevu

nosni brisi koz (24)

brisi sten boksov, napajalnikov in prahu v kozjem hlevu
vzorci povréin, krmilnikov in napajalnikov v koko$jem hlevu (priblizno 450 Zivali)

2.4.2. Vzoréenje na klavnici
Na klavnici za rdece meso (kjer koljejo tudi prasi¢e) smo vzoréili samo teleta:

brisi tovarnjaka, tal in ograje v visini nosu

nosni brisi po zakolu

rektalni brisi

brisi trupov po izkoZevanju

brisi noza mesarja (na delovnem mestu evisceracija)
brisi noZa uradnega veterinarja na liniji klanja



o {revesna vsebina telet
s brisi trupa pred hlajenjem

{A) Vzorienje na mestu slaenja koZe.

{B) Vzorfenje na mestu evisceracije.v.

(C) Vzortenje na mestu pred hlajenjem t?upov




2.5. IZOLACIJA ODPORNIH BAKTERIJ

Izolacija odpornih bakterij po selektivnih metodah (izvajalec IMP): Za vzorce, ki smo jih
pridobili tekom vzor&enja na farmah ter na klavnicah z namenom izolirati bakterije iste vrste s
totno doloZenimi lastnostmi, smo #e vnaprej predvidevali, da bi lahko vsebovali vetje 3tevilo
kontaminantov, ki bi lahko motili preiskavo oz. izolacijo, zato smo vse preiskave opravili na
selektivnih in/ali diferencialnih gojii¢ih po dolotenih protokolih. V nasi raziskavi smo izvajali
izolacijo bakterij s pet razlitnimi usmerjenimi preiskavami.

2.5.1. izolacija proti meticilinu odpornih bakterij Staphylococcus aureus (MRSA)

lzolacijo MRSA smo izvajali po standardnem protokolu evropskega referenénega laboratorija
za odpornost bakterij proti protimikrobnim zdravilom EURL-AMR (isolation of MRSA from dust
samples, 2nd ed., 2009). Vzorce okolja smo odvzeli z brisanjem povr3in in z odvzemom prahu,
identi€no kot predvideva protokol za prasi¢je hleve {Protocol for screening for MRSA, CRL
course, Copenhagen 2009). Vzorce brisov smo prelili z 10 ml slanega bujona, vzorce powvssin in
prahu pa z 100 m! slanega bujona ter inkubirali 16—20 ur pri 37°C. Naslednji dan smo tekoto
kulturo precepili v drugo selektivno gojis¢e z dodatkom antibiotikov cefoksitina in aztreonama
in ponovno inkubirali 24 ur pri 37°C. Teko&o kulturo smo nato cepili na trdno selektivno gojite
za izolacijo MRSA {MRSA-Brilliance, Oxoid) in ploi¢e inkubirali 24 ur pri 37°C. Sumljive kolonije
smo precepili na krvni agar ter porasle kolonije identificirali z masnim spektrofotometrom
MALDI-TOF. Tako pridobljene izolate S. aureus smo shranili pri —80°C za nadaljnje testiranje.

Kolonije Staphylococcus aureus na Brifliance MRSA Chromogenic
agar {Oxoid) po 24-urni inkubaciji pri 37°C.

2.5.2. Izolacija proti vankomicinu odpornih enterokokov (VRE)

Brise povrdin in vzorce ivil (25 g ali 25 ml) smo najprej obogatili z 9-kratno koli¢ino slanega
bujona (Mueller-Hinton broth MHB, Oxoid, 6,5% NaCl) in jih homogenizirali. Na enak natin
smo pripravili tudi vzorce okolja in jih inkubirali 16-20 ur pri 37°C. Po inkubaciji smo tekoto
kulturo precepili na Slanetz-Bartley agar (SBA) za izolacijo enterokokov in trdno selektivno
goji¥¢e za izolacijo proti vankomicinu odpornih enterokokov (VRE agar, BioMerieux) in plodte
inkubirali 24-48 ur pri 37°C. Sumljive kolonije smo precepili na krvni agar in porasle kolonije
identificirali z masnim spektrofotometrom MALDI-TOF. Pridobljene izolate Enterococcus
foecalis in Enterococcus foecium smo shranili pri —80°C za nadaljnje testiranje.



Kultura enterokokov na Stanetz-Bartleyevem agarju  Kultura proti vankomicinu odpornih enterokokov na
po 48-urni inkubaciji pri 37°C. selektivnem gojid€u za (VRE agar, BioMerieux) po 48-
urni inkubaciji pri 37°C.

2.5.3. Izolacija E. coli z raz3irjenim spektrom beta-laktamaz (ESBL)

Izolacijo E. coli ESBL/AmpC smo izvajali po standardnem protokolu evropskega referencnega
laboratorija za odpornost bakterij proti protimikrobnim zdravilom, EURL-AMR {Isolation of
ESBL-, AmpC- and carbapenemase-producing E. coli from fresh meat, October 2015, Version
3). Metoda je validirana po protokolu »Validation of selective MacConkey agar plates
supplemented with 1 mg/L cefotaxime for monitoring of ESBL and AmpC producing E. coli in
meat and animals« (Final protocol, November 2015). Za izolacijo smo uporabljali v laboratoriju
pripravijeni MacConkey agar z dodatkom antibiotikov in komercialno gojiste ESBL
(BioMerieux). Sumljive kolonije smo za €isto kulturo precepili na isto gojidte in porasle kolonije
identificirali z masnim spektrofotometrom MALDI-TOF. Pridobljene izolate E. coli smo shranili
-80°C za nadaljnje testiranje.

Kultura E. coli na goji¥éu MacConkey agar po 24-urni  Kultura E. coli na krvnem agarju po 24-urni inkubaciji
inkubaciji pri 37°C. pri37°C.

2.5.4. Izolacija E. coli s karbapenemazami

1zolacijo E. coli ESBL/AmpC smo izvajali po standardnem protokolu evropskega referenénega
laboratorija 2a odpornost bakterij proti protimikrobnim zdravilom, EURL-AMR ({Isolation of
ESBL-, AmpC- and carbapenemase-producing E. coli from fresh meat, October 2015, Version
3). Za izolacijo na trdnih gojid¢ih smo uporabili komrecialno pripravijeno gojid¢e Carba SMART,
ki je sestavljeno iz dveh delov za Carba in Oxa (BioMerieux, Francija). Sumljive kolonije smo
precepili na krvni agar in porasle kolonije identificirali z masnim spektrofotometrom MALDI-
TOF. Pridobljene izolate E. coli smo shranili pri ~80°C za nadaljnje testiranje.



Obe metodi (za izolacijo ESBL/AmpC in izolacijo karbapenemaze pozitivnih izolatov) sta uradni
metodi za izvajanje temeljne $tudije po navodilih Evropske komisije (13/652 EU), ki poteka v
sodelovanju z Evropsko agencijo za varno hrano (EFSA).

Kultura E. coli na selektivnem gojil&u z dodatkom karbapenemov
za izolacijo proti karbapenemom odpornih bakterij po 24-urni
inkubaciji pri 37°C.

2.5.5. Izolacija E. coli z odpornostjo proti kolistinu

Vse bakterije E. coli, ki so porasle na drugih selektivnih gojistih, smo testirali tudi glede
odpornosti proti kolistinu, saj je ta antibiotik v naboru protimikrobnih snovi na mikrotitrski
ploici. Poleg tega smo v okviru projekta razvili tudi protokol za izolacijo E. coli z odpornostjo
proti kolistinu. Tako smo vzorce povrsin, Zivil in brise najprej obogatili z 9-kratno koli¢ino
puferirane peptonske vode in jih inkubirali 16-20 ur pri 37°C. Tekoto kulturo smo naslednji
dan precepili na komercialno pripravijeno gojidte (CHROMID?® Colistin R, BioMerieux) in plodte
inkubirali 24 ur pri 37°C. V primeru sumljivih kolonij smo le-te precepili na krvni agar in seve
identificirali z masnim spektrofotometrom MALDI-TOF. Pred shranjevanjem sevov na —80"C
smo preverili $e fenotipske lastnosti izolata glede odpornosti za kolistin.

Pri delu smo ugotovili, da je komercialno pripravijeno gojis¢e uporabno le kratek &as,
saj se je njegova selektivnost s shranjevanjem gojiita v hladilniku slab3ala {verjetno zaradi
slab3e aktivnosti kolistina).

2.6. TESTIRANJE ODPORNIH BAKTERU Z MIKRODILUCUSKO METODO

Vse preiskovane bakterije, ki so porasle na selektivnih gojidtih, smo testirali z mikrodilucijsko
metodo za ugotavljanje minimalne inhibitorne koncentracije {MiK}. Uporabili smo ustrezne
mikrotitrske ploice, ki so pripravliene za potrebe evropske Studije {EU 13/562). V okviru
projekta smo uporabili naslednje mikrotitrske ploite {proizvajalca Thermo Scientific™,
Sensititre™): EUST za stafilokoke, EUVENC za enterokoke ter EUVSEC in EUVSEC2 za vse
pridobljene seve E. coli.

2.6.1. Testiranje odpornosti izolatov MRSA

lzolate MRSA smo testirali glede fenotipske odpornosti proti protimikrobnim zdravilom z
mikrodilucijsko metodo za doloanje minimaine inhibitorne koncentracije (MIK) s komercialno
pripravijenimi mikrotitrskimi plo$¢ami EUST (Sensititre® Trek, Thermo Scientific). Na plo3ci
EUST smo testirali obutljivost za 19 razliZnih antibiotikov: cefoksitin (FOX), ciprofloksacin
(CIP), eritromicin (ERY), fusidigna kislina (FUS), gentamicin (GEN), kanamicin (KAN),
klindamicin (CLl), kloramfenikol {CHL), kvinupristin/dalfopristin (SYN), linezolid (LZD),



mupirocin {MUP), penicilin (PEN), rifampin (RIF}, streptomicin (STR), sulfametoksazol (SMX),
tetraciklin {TET), tiamulin (TIA), trimetoprim {TMP) in vankomicin {(VAN). Dobljene rezultate
smo interpretirali v skladu s standardom EUCAST in priporolili Evropskega referentnega
laboratorija za ugotavijanje odpornosti proti protimikrobnim zdravilom {EU-RL AMR).

2.6.2. Testiranje odpornosti enterokokov, Sensititre EUVENC

Za testiranje enterokokov smo uporabili komercialno pripravijeno mikrotitrsko plodlo
EUVENC: Enterococcus spp.-specific plate format {Thermo Scientific™ Sensititre™), s katero
smo ugotavijali odpornost za 12 razlitnih antibiotikov iz devetith razlitnih skupin
protimikrobnih zdravil: ampicilin (AMP), ciprofloksacin (CIP), daptomicin (DAP), eritromicin
(ERY), gentamicin {(GEN), kloramfenikol {CHL), kvinupristin/dalfopristin (SYN), linezolid (LZD),
teikoplanin (TEl), tetraciklin (TET), tigeciklin {TGC) in vankomicin (VAN). Dobljene rezultate
smo interpretirali v skladu s standardom EUCAST in priporotili Evropskega refereninega
laboratorija za ugotavijanje odpornosti proti protimikrobnim zdravilom (EU-RL AMRY).

2.6.3. Testiranje odpornosti E. coli, Sensititre EUVSEC in EUVSEC2

Za testiranje £. coli smo uporabili komercialno pripravijene mikrotitrske plo3ie EUVSEC:
Salmonelia and E. coli-specific format (Thermo Scientific™ Sensititre™). Na plo3(i so poleg
osnovnih antibiotikov iz posameznih farmakoloskih skupin 3e indikatorski antibiotiki za
ESBL/AmpC (ceftazidim in cefotaksim), za karbapenemaze (meropenem) in kolistin. V vseh
primerih, ko smo na prvi ploédi ugotovili odpornost proti ceftazidimu in/ali cefotaksimu, smo
uporabili e drugo mikrotitrsko ploi€o EUVSEC2. EUVSEC vsebuje naslednje antibiotike:
ampicilin (AMP), azitromicin (AZI), cefotaksim (FOT), ceftazidim (TAZ), kloramfenikol (CHL),
ciprofloksacin (CIP), kolistin {COL), gentamicin (GEN), meropenem {MERO), nalidiksinska
kislina {NAL), sulfametoksazol {SMX), tetraciklin (TET), tigeciklin {TGC) in trimetoprim (TMP).
EUVSEC2 pa vsebuje naslednje antibiotike: ertapenem {ETP), cefepim (FEP), cefotaksim (FOT),
cefotaksim/klavulanska kislina (F/C), cefoksitin (FOX), imipenem (IMI), meropenem (MERO),
ceftazidim (TAZ), ceftazidim/klavulanska kislina (T/C) in temocilin (TRM). Dobljene rezuitate
smo interpretirali v skladu s standardom EUCAST in priporoili Evropskega referentnega
laboratorija za ugotavljanje odpornosti proti protimikrobnim zdravilom {(EU-RL AMR).

2.7. MOLEKULARNA TIPIZACIJA ODPORNIH BAKTERU

2.7.1. Molekutarna tipizacija MRSA {spa, mecA in mecC) in ugotavijanje gena za toksin PVL

1z bakterij, ki so bile fenotipsko odporne proti protimikrobnim zdravilom, smo izolirali DNA
tako, da smo eno bakterijsko kolonijo (CFU) resuspendirali v 100 pl sterilne destilirane vode
(SDV) ali pufra TE, suspenzijo segrevali 15 min pri 95°C in nato centrifugirali 2 min pri 12000xg.
Po protokolu EURL-AMR smo ugotavljali prisotnost gena mecA, ki kodira beljakovino PBP2a
{penicillin-binding protein 2a; (National Food institute - DTU, Multiplex PCR for the detection
of mecA gene, 2004). Poleg tega smo molekularno s tipizacijo spa ugotavjali prisotnost
razliénih sevov MRSA po predhodno razvitem protokolu (Stegger M in sod., 2012). Po istem
protokolu smo dokazovali tudi prisotnost gena mecC, ki se pojavija pri Zivalskih sevih (LA-
MRSA), in gena pv/ za citotoksin Panton Valentine Levkocidin (PVL), ki pa se vetinoma pojavija
pri humanih sevih (CA-MRSA).



2.7.2. Dolotanje genov za VRE (vanA, vanB) in faktorjev patogenosti

Pri izolatih enterokokov, ki so izkazovali fenotipsko odpornost proti vankomicinu, smo po
predhodno objavijenem protokolu {Martin-Platerc in sod., 2009) molekularno ugotavijali
prisotnost genov (vanA, vanB), ki so odgovorni za pojav odpornosti proti vankomicinu. Poleg
genov za odpornost proti protimikrobnim zdravilom smo pri dologenih sevih preverjali tudi
prisotnost nekaterih znatilnih genov za virulenéne dejavnike {Vankerckhoven in sod., 2004,
Martin-Platero in sod., 2009) kot so adhezini, toksini, razli¢ni sekrecijski faktorji in encimi. Z
metodo PCR smo pri izolatih ugotavijali prisotnost najmanj naslednjih genov: asal, gelE, cylA,
esp, hyl, efaA in ace.

iz bakterij, ki so bile fenotipsko odporne proti vankomicinu, smo izolirali DNA tako, da
smo eno bakterijsko kolonijo (CFU) resuspendirali v 100 ul sterilne destilirane vode {SDV) ali
pufra TE, suspenzijo segrevali 15 min pri 95°C in nato centrifugirali 2 min pri 12000xg. Po Ze
objavijenih protokolih smo po optimizaciji dela v naSem laboratoriju ugotavijali prisotnost
genov vanA, vanB, asal, gelE, cylA, esp, hyl, efaA in ace.
Vir: Martin-Platero et al., int J Food Microbiol (2009), 132: 24-32,
Vankerckhoven et al., ) Clin Microbiol (2004), 42: 4473-9.

2.7.3. Tipizadija E. coli z ESBL

Molekularno smo ugotavijali prisotnost genov za odpornost pri enterobakterijah predvsem
tipa ESBL/AmpC. Vzor&no DNA bakterijskega lizata smo pripravili tako, da smo v
mikrocentrifugirko {1,5 ml) odpipetirali 200 pl steriine destilirane vode {SDV). 1z trdnega
gojiéa smo nato v mikrocentrifugirko prenesli poino cepilno zanko bakterij in jih
resuspendirali s kratkim mefanjem na vibracijskem mesainiku. Mikrocentrifugirke 2
resuspendiranimi celicami smo inkubirali 10 min v vreli vodi. Po konZani inkubaciji smo jih
centrifugirali pri sobni temperaturi v namizni centrifugi pri 14.000 rpm. V novo
mikrocentrifugirko smo odpipetirali 150 pl supernatanta, v katerem je bila celokupna celitna
DNA, ki smo jo uporabili kot matricno DNA za veriino reakcijo s polimerazo. Po protokolu
Dallenne, Woodford, Pérez-Pérez in Hanson smo dolodali gene za ESBL/AmpC encime iz
skupine blaCTX-M, blaTEM, blaSHV in biaCMY.

2.7.4. Tipizacija E. coli s karbapenemazami

V primeru, da bi izolati fenotipsko izkazovali odpornost prati karbapenemom, bi v nadaljnjem
postopku molekularno ugotavijali prisotnost genov za karbapenemaze. Priprava vzorine DNA
bakterijskega lizata bi potekala na enak nalin, kot je opisano za ESBL/AmpC. V
mikrocentrifugirko {1,5 ml) bi odpipetirali 200 pl sterilne destilirane vode (SDV) in iz trdnega
gojit€a nato v mikrocentrifugirko prenesli polno cepilno zanko bakterij ter jih resuspendirali s
kratkim meZanjem na vibracijskem megalniku. Mikrocentrifugirke 2 resuspendiranimi celicami
bi inkubirali 10 min v vreli vodi. Po kon&ani inkubaciji bi jih centrifugirali v namizni centrifugi
pri 14.000 rpm pri sobni temperaturi. V novo mikrocentrifugirko bi nato odpipetirali 150 pl
supernatanta ter tako pridobili celokupno celiéno DNA, ki bi jo uporabili kot matritno DNA za
verizno reakcijo s polimerazo.

V vseh preiskovanih vzorcih nismo izolirali sevov E. coli, ki bi fenotipsko izkazovali odpornost
proti karbapenemom, zato smo molekularne metode optimizirali na referentnih sevih po



protokolu Poirel in sod. {2011), s katerim smo determinirali gene za karbapenemaze: blalMP,
blaSPM, blaAIM, blaViM, blaOXA, blaGIM, blaBIC, blaSIM, blaNDM, blaDIM in blakKPC.

2.7.5. Doloéanje genov za odpornost proti kolistinu {mcr-1 in mer-2)

Za dolotanje genov za ugotavljanje odpornosti proti polimiksinu kolistinu pri sevih E. coli smo
optimizirali metodo PCR za dolotanje genov mcr-1 in mcr-2. Sekvence zatetnih
oligonukleotidov {CLR F/R in MCR2 IF/R) smo po priporofili EURL-AMR povzeli po predhodno
objavijenih protokolih (Liu in sod., 2015; Xavier in sod., 2016).

3. REZULTATI IN RAZPRAVA

V okviru naloge smo obiskali vse rejske obrate in pripadajote klavnice, ki smo jih navedli v
planu, ter pridobili vse vrste vzorcev. Cilje smo v celoti izpolnili z odvzemom velikega 3tevila
vzorcev puranov na farmi in klavnici ter vzorcev brojlerjev ob klanju, po podobnem postopku
pa tudi vzorce prasiev na farmi in nato v klavnici za rdete meso. Poleg tega pa smo dodatno
pridobili tudi vzorce na posestvu z me3ano populacijo rejnih Zivali in vzorce ob klanju telet na
klavnici za rdete meso. Vzorce smo preiskali na MRSA, VRE, ESBL, karbapenemaze pozitivne E.
coli in proti kolistinu odporne E. coli.

3.1, Primer A: pregled vzorcev puranov na farmi in ob klanju teh tivali

Ugotovili smo nizek delef odpornih bakterij E. coli {iz dveh skupin vzorcev), ki smo jih dolotili
za testiranje. Potrdili smo, da purani kolonizirajo z odpornimi sevi E. coli ESBL Ze v fazi reje.

Tabela 1: Izolacija odpornih bakterij na Posestvu A {farma puranov, VF-16/37024)

5. aureus Enterococcus  |E. coli E. col £. coli
Mesto odvzema MRSA VRE/HLAR ESBL/AmpC Carbafona Kelistin R
1 |Nastil negativno negativno negativno negativno negativan
2 |Xrma iz krmilnikov negativno negativno negativno negativno negativno
3 |Voda, napajelniki negativno negativno negatno negativng negativno

|4 |Prah na ventilatorjih In policah_[negativno _ |negativno £. coESBL _ |negativno negativno
5

Prah na krrnitnikih in - | e
napajainikih | negativno negativio negativno negativino N fegahvno |

Mil]i iztrebki iz zunanjega .

6 sastinega odtoks negativno mEatlvno E. _co!i ESBL negativno negativno
7 |Vodovodna voda negativna negativno negativno negativno  |negativio |
8 |Bris obutve lastntka negativno negativno tivno negativno negativno
S |Bris obutve vzortevaica ivno negativno negativno negativno |negativno
10 |Bris kfjuk N negativad negativng negativho negativno negativno
11 [Zrak, 1000 litrov _|negativno rativno negativno negativno negativno

Legenda:

MRSA - protl meticilinu odporen Staphylococcus aureus, VRE - proti vankomicinu odporni Enterococcus foecalis/faecium,
HLAR ~ proti aminoglikozidom v visoki koncentraclji odporni Enterococcus foecalis/faecium, ESBL - E. coli z razdirjenim
spektrom betalaktamaz, carbafoxa R ~ E. cofi, ki izlofajo karbapenemaze, E. coli kolistin R - proti kolistinu odporne £, colf.

Na posestvu A smo iz vzorcev puranov med vsemi odpornimi bakterijami izolirali le odporne
seve E. coli ESBL, ne pa tudi E. coli z AmpC. Pozitivni so bili vzorci prahu na ventilatorjih in



policah ter vzorci midjih iztrebkov iz zunanjega zasilnega izhoda. Oba izolata sta bila testirana
glede odpornosti proti antibiotikom in pri obeh smo ugotovili identiten rezistotip.

Tabela 1a: Rezistotip sevov E. coli ESBL, ki je bil ugotovijen iz vzorcev okolja v puranjem hlevu na
posestvu A
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Teden dni po vzoréeniju so bili purani napoteni na klanje na perutninsko klavnico. Prve vzorce
smo odvzeli fe v &asu natovarjanja in prevoza s kamionom in nato v vet fazah klanja. Rezultati
so prikazani v tabeli 2.

Tabela 2: 1zolacija odpornih bakterij na Klavnici A {klanje puranov, VF-37705)

S. aureus Enterococcus  |E. coR E col E. coli

Mesto odvzema MRSA VRE/HLAR ESBL/AmpC Carbafoxa Kolistin R

1 _[Tovorniak, platiiéa koles _ |negativro negativio negativno negativno negativno

2 TKletke s purani negativno negativno E. coNAmpC  Inegativno negativno

3 |psniduli inegativno |negativno |negativno _Inegativno negativno

4 |Bazenska voda pred negativna negativno negativno negativno negativno
Kianjem N

S |Bazenska voda po kianiu  negativno negativno negativno negativno negativno

6 {Noi za evisceraciio negativno negativno negativno negativno negativno

7_|Crevo puranov _inegativno negativno E. cof AmpC  negativno negativrio

8 |Bris trupa po evisceraclii  [negativno negativno negativno negativno negativno

9 |Bris trupa pred hlajenjem  |negativno negativno E. coll AmpC _{negativno negativhe

10 iMeso po hiajenju negativno negativno negativno negativno negativno

Legenda:

MRSA — proti meticilinu odporen Staphylococcus aureus, VRE — proti vankomicinu cdporni Enteracoccus faecalis/foecium,
HLAR - proti aminoglikozidom v visoki koncentraclji odporni Enterococcus foecolis/faecium, ESBL ~ E, coli 2 razdirjenim
spektrom betalaktamaz, carbafoxa R - £, coli, ki izloZajo karbapenemaze, £, coll kolistin R - proti kolistinu odporne E. coli.

Podobno kot na puranji farmi, tudi med transportom in na klavnici nismo ugotovili vefjega
Stevila odpornih bakterij. Izjema so bili vzorci kletk s purani na kamionu, vzorci Crevesa
puranov na klavnici in brisi trupov pred hlajenjem, iz katerih smo izolirali E. coli AmpC.
Zanimivo je bilo, da iz nobenega vzorca nismo izolirali E. coli ESBL, ¢eprav smo jih dokazali v
farmskih vzorcih. Iz tega lahko sklepamo, da Zivali niso bile kolonizirane oz. da so bile na
klavnici obdelane na natin, ki ni dopusZal kontaminacije z £. coli ESBL med klanjem. Po drugi



strani pa dopu$éamo moZnost, da je med klanjem prislo do kontaminacije E. coli AmpC. Moino
je, da je ta bakterija dei klavniSkega okolja. Rezultati so prikazani v tabeli 2a.

Tabela 2a: Rezistotipa sevov E. coli AmpC, ki sta bila ugotovljena iz vzorcev okolja na perutninski
klavnici med klanjem puranov s posestva A.
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Trije izolati pripadajo dvema rezistotipoma, ki sta dokaj podobna, vendar pa se razlikujeta v
odpornosti proti tetraciklinu. Seva iz kletk s purani (2 in 9) in iz brisov trupov pred hlajenjem
(7) sta identi¢na (odporna proti tetraciklinu), sev iz érevesa puranov (7) pa je bil drugaten
{obtutljiv za tetracikin). Iz rezultatov sklepamo, da obstaja moZnost, da se Zivalski trupi med
obdelavo Zivali na klavnici lahko kontaminirajo z odpornimi bakterijami. iz nobenega vzorca
nismo izolirali £. coli z odpornostjo proti karbapenemom ali kolistinu.



3.2. Primer B: pregled vzorcev ob zaporednem klanju brojlerjev s treh razli¢nih farm

Zaradi preverjanja moZnosti kontaminacije z odpornimi bakterijami na perutninski klavnici
smo dodatno pregledali e vzorce okolja in trupov na liniji klanja v €asu, ko so zaporedno klali
Zivali s treh razli¢nih farm. Ker ta del raziskave ni bil planiran, smo lahko pregledali le vzorce
klavnice, ne pa tudi pripadajoéih farm. Podobno kot ob klanju puranov, smo ugotovili
kontaminacijo z E. coli AmpC.

Tabela 3: fzolacija odpornih bakterij na Klavnici B (klanje pi3tancev brojlerjev, \_IF-17_/8669)

|Mesto odvzema S. oureus Enterococcus  |E, coff E.coli E. coli
o MRSA VRE/HLAR  |ESBL/AmpC  |Carbafoxa R |Kolistin R
1 |FARMA A1 (10x) negativho VRE negativho negativno negativno
Zakol, skubljenje __|E. faecium -
2 |FARMAA 2 (10x) negativno negativno £. coll AmpC negativno negativno
| |Po evisceraciji ]
3 |[FARMA A 3 (10x) negativno negativno E.coliAmpC  |negativno negativno
Trupi pred hlajenjem {oprani} §
4 |FARMA A 4 (10x) negativno negativno E. cofi AmpC  inegativno negativno
| [Trupi po hlajenju (2a prodajo) S
5 |FARMA B 1{10x) negativno Negativho E. coll ESBL negativnn negativno
Zakol, skubljenje ! -
6 |FARMAB 2 (10x) negativno negativio £, coli AmpC negativao negativno
I Po evisceracifi o - |
7 |FARMA B 3 {10x) negativno negativno E. coli AmpC  |negativno negativao
|Trupi pred hiajenjem {oprani) . B
8 |FARMA B 4 {10x) negativho negativno £. colf AmpC negativiid negativiho
~_|Trupi po hiajenju {za prodajo) ) |
g [FARMAC1{10x} negativno negativno E. colf AmpC
| |Zakol, skubljenje B
10 |FARMAC 2 {10x) negativno negativno £, coli AmpC negativno negativno
Po evisceraclji B | =
11 |FARMAC 3 (10x) negativho negativho E. colf AmpC negativno negativiho
Trupi pred hiajenjem {oprani} - _
12 |FARMA(C4 (10x) negativne negativng E. coli AmpC  |negativno negativho
Trupi po hlajenju (za prodajo) _
13 |WO parilnik pred obdelavo  |negativno VRE negativio negativno regativno
_ |farmeA - _|E. faecium ]
14 |W1 parilnik vimes negativno negativno E. coli AmpC negativno negativino
15 |W2 parilnik po sk. MRSA __|negativno negativno negativno  [negativho
16_|Bris traku negativno _|negativno negativno negativno negativno
17 |Bris povriine negativno negativno negativho negativno negativho
18 |Bris lijaka negativne  |negativno E. coli ESBL negativno |negativro
19 |Bris, nakljuéni negativno negativio E. coli ESBL negativne {negativno
Legenda:

MRSA - proti meticilinu odporen Stophylococcus aureus, VRE — proti vankomicinu odporni Enterococcus faecalisffaecium,
HLAR - proti aminoglikozidom v visoki koncentraciji odporni Enterococcus foecalis/faecium, ESBL — E. coli z razdirjenim
spektrom betalaktamaz, carba/oxa R~ E. coli, ki izlotajo karbapenemaze, £. coll kolistin R - proti kolistinu odparne E. coli.

Zivali z vseh treh farm so potovale po isti finiji klanja, vzorce pa smo jemali na 3tirih klju¢nib
mestih, in sicer ob zakolu in skubljenju, po evisceraciji, s trupov pred hiajenjem in s trupov po
hiajenju (slednji so pripravljeni za prodajo). Prvi vzorec ob zatetku klanja (zakol, skubljenje) ni
vseboval odpornih enterobakterij, vsi naslednji vzorci pa so bili pozitivni na E. coli AmpC. Ker
je imel vsak izolat drugaden rezistotip nismo mogli neposredno potrditi vira kontaminacije.
Vzorci druge farme so bili zanimivi, ker smo iz vzorca ob zakolu izolirali sev E. colf ESBL,
iz vseh naslednjih vzorcev pa E. coli AmpC, ki pa so bili vsi identiéni. Iz vzorcev tretje farme smo
prav tako izolirali med seboj identiéne seve E. coli AmpC, vendar z drugaZnim rezistotipom kot



so jih imeli izolati prvih dveh farm. Zelo velika raznolikost izolatov nam ni kazala posebnih
zakonitosti, ki bi omogo¢ale najti vir kontaminacije znotraj klavnice. Edino podobnost smo
nadli pri izolatih E. coli AmpC znotraj druge in tretje farme.

Bolj zanimiva pa sta bila seva E. colj ESBL iz lijaka in nakljuénega brisa okolja, ki staimela
med seboj identiten rezistotip, vendar drugaden kot izolat z druge farme.

Vetje preseneienje perutninske kiavnice sta pomenila dva proti vankomicinu odporna
seva Enterococcus faecium VRE, ki smo jih izolirali iz prvega vzorca ob klanju Zivali s prve farme
in iz vode parilnika (temperatura vode 55°C) pred klanjem. lzolata sta bila popolnoma
identiéna in menimo, da je ¥lo za kontaminacijo okolja na klavnici. lzolata sta bila odporna
proti vankomicinu, teikoplaninu, eritromicinu in ampicilinu, oblutliva pa za
kvinopristin/dalfopristin, daptomicin, linezolid, gentamicin in kloramfenikol. Rezistotip je
znatilen za seve, ki imajo rezistenéni gen vanA, kar smo tudi dokazali z molekularnimi
metodami.

Drugo presenetenje pa je bila izolacija MRSA iz vzorca vode parilnika po skubljenju
{W2). 1zolat je bil odporen proti tetraciklinu, ki je indikatorski antibiotik za LA-MRSA. Poleg
splo¥ne odpornosti proti betalaktamom je bil odporen 3e proti trimetoprimu. Iz nobenega
vzorca nismo izolirali F. coli z odpornostjo proti karbapenemom ali kolistinu. Rezultati so
prikazani v zbirni tabeli 3.

3.3, Primer C: pregled vzorcev praditev na farmi in ob klanju

Vzorci prasicev so bili odvzeti na identien nain pot pri perutnini, z manjimi modifikacijami
glede na posebnosti reje. Glede na epizootioloko situacijo smo pri¢akovali veliko izolatov
MRSA, vendar so bili rezultati kljub vsemu nad priakovanimi. Na farmi smo MRSA izolirali iz
vseh vzorcev, razen iz krme v krmilnikih. Zanimivo je, da smo ugotovili najbolj kritiéna mesta
na podrogjih, ki so v vi§ini glave praSi¢ev, npr. na kamionu za transport s povrsine ograje v
vidini nosu. Vsi izolati so bili odporni proti tetraciklinu, ki je indikatorski antibiotik za LA-MRSA,
vendar pa niso pripadali istemu rezistotipu. Razlikovali so se glede obfutljivosti za
kloramfenikol, trimetoprim, eritromicinin in ciprofloksacin.

1z vetine vzorcev smo izolirali enterokoke, predvsem Enterococcus faecium in E. hirae,
ki je patogen predvsem za perutnino, a ga pogosto najdemo tudi pri praditih. Noben izolat ni
bil odporen proti vankomicinu.

Presenetljiv je bil tudi visok delez E. coli ESBL iz razliénih vzorcev okolja, nastila, vode,
krme, opreme, okenskih polic {kjer hodijo glodalci) in okolice farme. Odporni sevi E. coli so na
podlagi rezistotipa praktitno v vseh primerih opredeljeni kot ESBL, kar je ravno obratno kot
pri perutnini, kjer previaduje E. coli AmpC. Zanimivo je, da so bili prav vsi izolati glede na
rezistotip popoinoma identitni. Poleg odpornosti proti betalaktamom so bili odporni 3e proti
trimetoprimu in sulfametoksazolu, kinolonom in kloramfenikolu, ohranili pa so obéutljivost za
tetracikline, karbapeneme, tigeciklin, kolistin in gentamicin.

Iz nobenega vzorca nismo izolirali E. coli z odpornostjo proti karbapenemom ali
kolistinu. Pri kolistinu smo s fenctipskimi metodami sicer dobili nekaj mejnib vrednosti MIC,
vendar je kontna potrditev odvisna od morebitnega dokaza genov za odpornost - mcrl ali
mer2. V Easu trajanja projekta so bili ugotovijeni tudi novi geni mer, zaradi esar bo potrebno
ponovno posodobiti molekularno diagnostiko ugotavijanja cdpornosti proti kelistinu.
Rezultati so prikazani v zbirni tabeli 4 in v prilogah z antibiogrami.



Tabela 4: Izolacija odpornih bakterij na Posestvu C {Farma prasitev, VF-17/28533)

S. qureus |Enterococcus E. coli E. coli E. cofi
Mesto odvzema MRSA  [VRE/HLAR ES8L/AmpC  |Carba/oxa kolistin
1 |[Nastil MRSA Negativno E. coli ESBL negativho negativno ]
£. faecium
2 |Voda iz napajainika MRSA negativno  |E coli ESBL negativno  |megativne
3 |Krma iz krmitnikov negativno |Negativno E. coli ESBL negativno negativino 1
. foecium, E. hirae ]
4inS |Zrak (aparat) MRSA Negativno negativho negativno negativno
il E. faecium, E. hirae B ]
& |Premratevalniki MRSA Negativno negativno negatvno negativno
- £. faecium, E. hiroe
7  |Oprema (Skornji, kljuke) MRSA Negativho £. coli ESBL negativno negativno
E. hiroe -
8 |Okenska polica (hodijo MRSA Negativho £, coli ESBL negativno negativno
| |glodalc) E. hirae - ]
9 |Okolica farme MRSA  |Negativno E. coli ESBL negativno negativno
) E hirge ]
10 |Nosni brisl 7x MRSA Negativno negativno negativno negativho
) E. faecium, £. hiroe
11 | Bris boksa v viSini nosa JMRSA Negativno £. coli ESBL negativao negativho
Legenda: N

MRSA - proti meticiliny odporen Stophylococcus aureus, VRE — proti vankomicinu odporni Enterococcus foecalisffaecium,
HLAR - protl aminoglikozidom v visoki koncentraciji adporni Enterococcus faecalis/faecium, ESBL ~ E. coli 2 razdirjenim
spektrom betalaktamaz, carbafoxa R ~ £. cofi, ki iziofajo karbapenemaze, E. cofi kolistin R - proti kofistinu odporne E. coli.

Podobno sliko kot na farmi smo ugotovili tudi na klavnici, kjer smo ugotovili iste vrste
rezistentnih bakterij s podobnimi rezistotipi. Dele pozitivnih vzorcev je bil sicer niji, vendar
kljub temu visok. MRSA smo spet izolirali predvsem s podrotij oz. povriin v vidini nosu
pradiZev, ne pa iz vode. Slednije je verjetno posledica tega, da so praditi med obdelavo v
vertikalnem poloZaju in vsa voda med delom odteka. Presenetile pa so nas bakterije na
povriini trupov pred hlajenjem, ko so Ze pripravijeni za prodajo. Predvidevamo, da je rizitno
za kontaminacijo orodje, s katerim mesarji razpolovijo trup na dva dela. Orodje gre pri razseku
glave tudi ez rilec pradia, kjer je koncentracija MRSA lahko visoka. izolati so (enako kot na
farmi) glede na odpornost pripadali dvema rezistotipoma, ki sta se razlikovala glede
obtutljivosti za kloramfenikol, trimetoprim, eritromicin in ciprofloksacin.

Med enterokoki so na klavnici spet previadovali £. hirae, E. faecium in E. faecalis. Za
razliko od farmskih izolatov so bili na klavnici vsi izolatov dobro obgutljivi za eritromicin.

E. coli ESBL smo izolirali iz vet skupin vzorcev, tudi iz vidine nosu (ker pradidi rijejo po
blatu), iz vode in Crevesne vsebine. Vsi izolati so imeli identi¢en rezistotip kot izolati s farme.

Iz nobenega vzorca nismo izolirali E. coli z odpornostjo proti karbapenemom ali
kolistinu. Rezultati so prikazani v zbirni tabeli 5.



Tabela 5: lzolacija odpornih bakterij na Klavnici € (klavnica za rdee meso, VF-17/29282)

S. qureus Enterococcus £, coli E. coli E. coli
Mesto odvzema MRSA VRE/HLAR ESBL/AmpC Carba/oxa Kolistin R
1 |Bris kamiona - tla negativno | Negativno £. coli ESBL negativno negativno
E. hirae
2 |Briskamiona vvilininosa |MRSA Negativno E. coli ESBL negativno negativno
{ograja) E. hirge
3 |Nosni brisi pradifev 7x MRSA Negativno E. col ESBL negativno negativno
E. hirge o -
4 |Brisi trupa pradifev po MRSA Negativno negativao negativno negativino
omamijanju E. hirae, E. faecium
5 |Umazana bazenska voda negativno Negativno E. coli ESBL negativno negativho
£. hirge, E. foecalis
6 |Bris noa po evisceraciji 2x  |negativno Negativno negativno negativno negativno
E. foecalis B
7 |Bris nota veterinarja 2x negativno Negativno negativno negativno negativno
R E. foecalis -
8 |Crevesna vsebina 2x negativno Negativno E. coli ESBL negativao | negativno
o £. hiroe, £, foecium
9 |Bris trupa pred hlajenjem A |MRSA Negativho negativno negetivno negativno
_[g. faecalis
10 [Bris trupa pred hlajenjem B |negativno Negativno negativho negativno negativno
__|E. foecalis -
11 |Bris trupa pred hlajenjern C  |MRSA Negativno negativno negativno negativno
o €. faecalis I )

Legenda:

MRSA - proti meticilinu odporen Staphylococcus aureus, VRE — proti vankomicinu odporni Enterococcus foecalisf/faecium,
HLAR — proti aminoglikozidom v visoki koncentraciji odpornt Enterocaccus faecalis/faecium, ESBL - E. coli 2 razdirjenim
spektrom betalaktamaz, carbafoxa R — E. cofi, ki izlofajo karbapenemaze, E. coli kalistin R - proti kolistinu odporne E. cofi.

3.4. Primer D: Pregled vzorcev razli¢nih Zivali na me3anem posestvu

V primeru D smo Zeleli preveriti kako se odporne bakterije lahko prena3ajo na posestvu z
razli¢nimi 3ivalskimi vrstami. {zbrali smo ekolo%ko naravnano posestvo, kjer redijo konje,
teleta, koze, pradite in koko3i.

Na fivalsko meganih posestvih gredo Zivali v zakol posamezno ali v manjsih skupinah,
zato smo se odlotili, da smo naiprej odvzeli vzorce na klavnici pri zakolu telet. Kljub zelo
velikemu 3tevilu pregledanih vzorcev je bila izolacija odpornih bakterij v izjemno nizkem
deleiu.

Pritakovali smo, da bo preiskava na MRSA negativna v vseh primerih, vendar pa nas je
zelo presenetilo dejstvo, da smo MRSA izolirali iz nosnih brisov telet. Pred to raziskavo v
Sloveniji namret $e nismo nikoli izolirali MRSA pri goveji Zivini, razlog pa je verjetno v zelo
majhnem &tevilu preiskanih Zivali. Poleg tega so bili v preteklosti vecinoma pregledovani
mleéni vzorci krav z mastitisom, nikoli pa nosni vzorci. Izolat MRSA smo testirali glede
obtutljivosti za antibiotike in ugotovili rezistotip, ki izraa odpornost proti tetraciklinom, kar
je znatilno za LA-MRSA. Iz vseh vzorcev smi izolirali enterokoke, predvsem E. hirae, E. faecalis
in E. foecium, noben izolat pa ni bil odporen proti vankomicinu.

E. coli z ESBL smo ugotovili le v vzorcih s tal kamiona in Erevesne vsebine telet. Oba
izolata sta bila identi¢en rezistotip. 1z nobenega vzorca nismo izolirali £. coli z odpornostjo proti
karbapenemom ali kolistinu.



Tabela 6: lzolacija odpornih bakterij na Klavnici D {klanje telet, VF-18/31035)

S. ourews Enterococcus E. colf E. colf E. coli
Mesta odvzema MRSA VRE/HLAR ESBL/AmpC  [Carba/oxa R Kolistin R
1 |Brisi kamiona — tla, 5x negativio Negativho E. colf €581 negativno negativno
) E. hiroe
2 |Brisi kamlona v vidinl nosa negativho Negativno negativno negativno negativno
{ograja, 4x) E. hiroe
3 [Nosni brisi telet, 24x MRSA Negativno negathvno negativno negativno
i - £. hirge B ]
4 |Rektalmi brisi telet, 24x negativino Negativno negativno negativno negativho
. £. hirge, E. foecium
5 |Brisi trupa po evisceracijl, 8x  |negativiio Negativno negativino negativno negativiio
} 3 E. hiroe, £. foecoiis
§ (Brist nolev veterinat]a, 2x negativno Negativno negativno negativno negativho
£, foecalis ]
7 |Brisi nolev mesarja, 2x negativno Negativho negativno negativno negativno
|l | E. faecalis
8 |Crevesna vsebina telet, 2x negativeno Negativno £. coli ESBL |negativeo negativno
[ £. hiroe, E. foecim N
9 iBris trupa pred hlajenjem, 8 |negativino Negativne negatived inegativno negativeo

Legenda:
MRSA ~ proti meticilinu odporen Staphylococcus aureus, VRE — proti vankomicinu odporni Enterococcus foecalis/foecium,

HLAR - proti aminoglikozidom v visokl koncentraciji odporni Enterococcus foecalis/faecium, ESBL — E. coli z razdirjenim
spektrom betalaktamaz, carbafoxa R - £. coli, ki izlo€ajo kasbapenemaze, E. colf kolistin R - proti kolistinu odporne £. col,

Lastnik Zivali se je strinjal z vzoréenjem tudi vseh ostalih Jivali na kmetiji, najbolj pa so nas
zanimali vzorci preostalih telet in praditev. V €asu vzoréenja je rejec imel v treh boksih 36 telet
razlitnih starosti. Ker nima svoje vzreje telet, jih kupuje od razli¢nih lastaikov in nato redi do
kiavne velikosti oz. tefe. Brisi telet so bili negativni na MRSA, vendar je potrebno upoitevati,
da so bile tedaj vzortene druge, miajSe Zivali kot na klavnici. Po pri€akovanju pa smo LA-MRSA
izolirali iz brisov, ki smo jih odvzeli s povriin stene boksa v vidini nosu svinj. V boksu je bilo
sedem svinj, ki jih je lastnik kupil na vedji farmi praSicev, za katero je znano, da ¥ivali tudi
uvaiajo iz tujine. Priakovall smo, da bo izolat MRSA, ki smo ga pridobili pri svinjah, po
rezistotipu enak kot izolat telet, vendar se je od tega motno razlikoval. 1zolat pradicev je bil
odporen samo proti penicilinu in cefoksitinu {oz. proti vsem betalaktamskim antibiotokom),
ampak 3e vedno dobro obZutijiv za vse ostale antibiotike. Ugotovljeni rezistotip je po podatkih
iz literature bolj znacilen za izolate MRSA, ki imajo rezistenéni gen mec C.

Rezultat nas je moéno presenetil, zato smo oba izolata preverili glede prisotnosti gena za
odpornost in ugotovili, da ima telegji izolat gen mecA, svinjski pa mecC. Na podiagi slednjega
rezultata smo tudi pojasnili zakaj smo pri fenotipskem testiranju ugotovili tako nizko stopnjo
odpornosti proti antibiotikom. V obeh primerih je izvor obeh potrebno natanéneje opredeliti
na podlagi spa tipizacije. Pradicji izolat pripada spag tipu t1048.



Tabela 7: Izolacija odpornih bakterij na Posestvu D (kmetija z meSanimi Zivalskimi vrstami: konji,
govedo, koze, prasici, perutnina, macka, VF-18/33103)

S. aureus Enterococcus  |E. coli E. coli E. coli
Mesta odvzema MRSA VRE/HLAR ESBL/AmpC Carba/oxa Kolistin R
1 |Nosni brisi, konj Luna negativno Negativno negativno negativno negativno
E. faecium
2 |Nosni brisi, kon] Johny negativno Negativno negativho negativho negativno
3 |Napajalnik, konj Johny negativno Negativno negativno negativno negativno
_4 |Nosni brisi svin], 7x ___ |negativno Negativno negativno negativno negativnoe
|5 |Hlevski prah na ograjiv boksu |negativho Negativho negativno negativno negativno
svinj, 2x B
6 |Bris boksa svinj v vidini nosa, 4x |MRSA Negativno negativno negativno negativno B
7 |Nosni bris merjasca, 1x negativno Negativno negativno negativno negativno
8 |Nosni bris telet, 36x negativno Negativho negativno negativho negativno
9 |Nosni bris koz, 24x negativho Negativno negativno negativna negativno
10 |Brisi napajalnika v boksu koz negativno negativno negativno negativno negativno |
11 |Brisi napajalnikov in krmilnikov |negativho negativno negativno negativno negativno
v hievu s 450 kokodmi {2x)
Legenda:

MRSA — proti meticilinu adporen Staphylococcus aureus, VRE — proti vankomicinu odporni Enterococcus faecalis/faecium,
HLAR — proti aminoglikozidom v visoki koncentraciji odporni Enterococcus faecalis/faecium, ESBL — E. coli z razdirjenim
spektrom betalaktamaz, carbafoxa R - E. cof, ki izloZajo karbapenemaze, E. coli kolistin R - proti kolistinu odporne £. coli.

Glede na pogosto kolonizacijo Zivali z MRSA na vegjih slovenskih prasicerejskih obratih
smo sprva sklepali, da je izvor MRSA pri teletih na posestvu verjetno povezan s svinjami, ki bi
bile lahko vir okuibe za teleta. Ker so vse Zivali na posestvu zelo dobro oskrbovane in zdrave,
posamezne Zivalske vrste pa loéene z boksi 0z. so v razliénih hlevih, je prenos MRSA na tem
posestvu manj verjeten. Vendar pa so vse ostale Zivalske vrste (konji, koze, perutnina)
dovzetne za kolonizacijo z MRSA, zato se stanje lahko hitro spremeni. MRSA se lahko prenese
med hlevi z orodjem in opremo, lahko tudi z obutvijo ali hlevskim prahom. Lastnik je povedal,
da ob&asno uporablja isto orodje za Citenje teleéjih in svinjskih boksov, kar je bil v tem
primeru lahko verjeten razlog za prenos.

Glede na razliénost izolatov je moZnih vet teorij in sicer, da so vendarle vzrok prasici,
ki imajo zaradi me$anja zivali na farmah lahko hkrati tudi ve¢ razlitnih tipov MRSA. Za
potrditev tega bi bilo potrebno vzeti svinjam ve¢ vzorcev v razlitnih Casovnih obdobijih in
tipizirati ve¢ razli¢nih kolonij. Druga moZnost pa je, da so bila teleta Ze bo nakupu kolonizirana
z MRSA in so jo prinesla iz svojega mati€nega hleva. Ta moZnost je verjetna, ker rejec kupuje
teleta iz razlitnih hlevov in tako se pove¢a moZnost nakupa koloniziranih Zivali. Obstaja tudi
(sicer manj verjetna moZnost), da so se teleta kontaminirala na klavnici.

Med cilji nase raziskave je bilo tudi osve3Zanje rejcev o problematiki odpornih bakterij,
zato smo se z lastnikom pogovorili o pomenu posameznih odkritij. Lastnik pred vzortenjem ni
bil seznanjen s problematiko MRSA in drugih odpornih bakterij, zato smo svetovali, da (Ce je
mogote) uporablja za svinje posebno orodje. Pomembno je tudi da najprej opravi Zistenje pri
teletih in drugih Zivalih ter na koncu pri pragi¢ih. Na posestvu Zivi tudi ma&ka, ki ima dostop do
vseh Zivali in je prav tako dovzetna za kolonizacijo z MRSA. V €asu vzoréenja je ni bilo mogoce
ujeti, zato je njena vioga pri morebitnem prenosu ostala neraziskana.

Primer je izjemno zanimiv iz vsaj dveh razlogov in sicer zaradi prve izolacije MRSA pri
govedu v Sloveniji in zaradi prve izolacije seva z genom za odpornost mecC.



5. ZAKUUCKI

Na podlagi rezultatov nade raziskave menimo, da so moZnosti za prenos odpornih bakterij
prisotne na veliko mestih v €asu reje, transporta in klavnice, obstajajo pa dolotene razlike
glede verjetnosti prenosa posameznih vrst odpornih bakterij.

Stanje glede prisotnosti proti meticilinu odpornih bakterij S. aureus, MRSA

Reja pragitev in klavnica za rdefe meso: V reji prasitev smo preiskovali 11 razli¢nih skupin
vzorcev, bakterije MRSA pa smo ugotovili praktiZno povsod: v nastilu, vodi iz napajalnika,
zraku, prezratevalnikih, opremi (3kornji, kljuke), okenskih policah, nosnih brisih, brisih boksov.
Edini vzorci brez MRSA so bili vzorci krme iz krmilnikov, par je lahko tudi posledica prisotnosti
konzervansov.

Podobno kot na pragi&ji farmi, smo MRSA ugotovili tudi na transportnem kamionu {bris
ograje v vidini nosa) in na klavnici v vseh nosnih brisih zaklanih praditev, na brisih trupov po
omamljanju in na brisih trupov pred hlajenjem. Vsi izolati MRSA so bili testirani glede
odpornosti proti antibiotikom. Pri vseh je bil ugotovljen rezistotip, za katerega je znatilna
odpornost proti cefoksitinu (indikatorski antibiotik za ugotavijanje odpornosti proti
meticilinu), penicitinu in vsem ostalim betalaktamskim antibiotikom, proti kloramfenikolu in
proti tetraciklinu. Slednji je indikatorski antibiotik za LA-MRSA, kar nakazuje na izvor okuibe.

lzolati so bili tipizirani z metodo spa in so pripadali tipu spa t011, ki je tudi znatilen za
LA MRSA in e dodatno pojasnjuje rezuitate fenotipskega vzorca odpornosti.

Reija puranov in klavnica za perutnino: V reji puranov je bilo odvzeto 11 skupin raziicnih brisov
okolja in MRSA ni bil ugotovijen v nobenem primeru. Prav tako ni bil izoliran iz nobene od 11
skupin vzorcev Zivali ali okolja oz. opreme na perutninski klavnici, kjer je bil opravijen zakol
puranov z omenjene farme.

Klavnica za perutnino po zaporednem klanju kokosi iz treh razli¢nih rej: Zanimivo pa je, da je
bil MRSA izoliran na perutninski Klavnici, kjer so bile zaporedno klane koko3i iz treh razli¢nih

rej koko3i. Mesto izolacije je bila voda iz skubilnika, edvzeta po koncu skubljenja. lzolat je imel
podoben rezistotip, z znatilno odpornostjo proti tetraciklinu, ki je tudi nakazoval na LA-MRSA.
Kasneje je bil potrjen spa tip t011. Rezultati so prikazani v zbirni tabeli.

Reja govedi in klavnica za rdefe meso: Na posestvu z me3ano populacijo Zivali (govedo, koniji,
koze, praiéi, perutnina) je bil MRSA ugotovljen pri govedu in svinjah. Med transportom in
klanjem telet je bil MRSA ugotovijen v nosnih brisih telet. Rezistotip izolata je potrdil
odpornost proti tetraciklinu, kar spet nakazuje na Zivalski izvor LA-MRSA. Ker smo pri svinjah
ugotovili izolat, ki je imel rezistentni gen mecC, nismo mogli potrditi medsebojne povezave.

Stanje glede prisotnosti enterokokov, VRE/HLAR

Enterokoki so bili izolirani iz vetine vseh vzorcev, ne glede na Zivalsko vrsto ali mesto
vzorienja. Glede odpornosti proti vankomicinu je situacija zelo dobra, ker smo odporne seve
izolirali samo iz dveh vzorcev vode v parilniku na perutninski klavnici, kjer je 3lo ofitno za
klavnitko kontaminacijo. Oba izolata sta bila odporna proti vankomicinu in teikoplaninu zaradi
rezistenénega gena vanA. Ta vrsta odpornosti se vefinoma prena3a s konjugacijo.



Med ostalimi enterokoki so bili povsod izolirani E. hirae, E. faecium in E. foecalis, ki
kaZejo razli€no stopnjo odpornosti proti antibiotikom. Glede na to, da sta E. foecium in E.
faecalis lahko v dolotenih okoli§tinah patogena tudi za ljudi, je spremljanje odpornosti proti
drugim antibiotkom prav tako pomembno.

Rezultati glede prisotnosti E. coli z razsirjenim spektrom beta laktamaz, ESBL/AmpC

Reja puranov in klavnica za perutnino: V reji puranov je bil £. coli ESBL ugotovijen le v hlevskem
prahu na ventilatorjih in okenskih policah, vsi ostali vzorci pa so bili negativni. V obeh primerih
je bil ugotovijen E. coli ESBL. Oba izolata sta imela identilen rezistotip, ki je bil fenotipsko zelo
odporen 3e proti drugim skupinam antibiotikov, proti trimetoprimu in kombinaciji
trimetoprim/ sulfametoksazola, tetraciklinu in fluorokinolonom. Ohranjena pa je bila dobra
obtutljivost za karbapeneme, kioramfenikol, gentamicin in kolistin. Na podlagi molekularnih
metod je bilo dokazano, da pripadata tipu CTX-M1.

Na klavnici je bilo pregledanih $e 10 skupin vzorcev in odporni sevi E. coli so bili izolirani
iz brisov kletk s purani, vsebine &revesa puranov in iz brisov trupov pred hlajenjem. Vsi ostali
vzorci so bili negativni. Vsi izolati so imeli identi¢en rezistotip, ki je bil fenotipsko zelo odporen
%e proti tetraciklinom in kinolonom. Na podlagi rezistotipa in rezuitatov molekularnih metod
je bilo dokazano, da pripadajo E£. coli AmpC, kar pomeni, da pripadajo drugatnemu tipu kot
tista dva, ki smo ju izolirali na farmi.

Klavnica za perutnino po zaporednem klanju brojlerjev iz treh razlitnih rej: Na E. coli z
ESBL/AmpC je bilo pregledanih 19 skupin vzorcev. Vzorci prve farme pred zakolom so bili edini

negativni na ESBL/AmpC, vsi naslednji vzorci pa pozitivni. Iz vzorcev farm B in C, ki smo jih vzeli
na mestu za zakol in skubljenje, smo izolirali £. coli ESBL. Vzorci vseh treh farm so bili pozitivni
na liniji klanja po evisceraciji, trupi pred hlajenjem in trupi po hiajenju. Vsi izolati so imeli
identiten rezistotip in molekularno so pripadali tipu £. coli AmpC. Glede na to, da smo dobili
na identi¢nih mestih vzoréenja podobne tipe £. coli, bi lahko sklepali, da je Slo za kontaminacijo
na klavni liniji.

Reja pratitev in klavnica za rdefe meso: V reji pradifev smo na E. coli ESBL/ApC preiskovali
vzorce iz 11 razliénih skupin in £. coli ESBL smo izolirali iz veiine vzorcev — nastila, vode iz
napajalnikov, krme iz krmilnikov, opreme, $kornjev in kljuke, okenskih polic in brisov boksov,
vzetih z v viini rilcev. Vsi izolati so imeli identien rezistotip, ki je bil fenotipsko zelo odporen
e proti drugim skupinam antibiotikov, proti trimetoprimu in kombinaciji trimetoprim
/sulfametoksazola, fluorokinolonom in kloramfenikolu. Ohranjena pa je bila dobra obcutljivost
za karbapeneme, tetracikline, gentamicin in kolistin. Na klavnici smo E. coli ESBL izolirali iz
ved&ine vzorcev — brisov s tal kamiona in brisov kamionske ograje v vidini nosa, iz nosnih brisov
pratitev, umazane bazenske voda, in &revesne vsebine. Odpornih izolatov E. coli pa nismo nasli
na brisih trupov prati¢ev po omamljanju in ne na brisih notev po evisceraciji ali brisih noZev
veterinarjev. Pray tako so bili negativni vsi brisi trupov pra3icev pred hlajenjem. Na posestvu z
me#ano populacijo Zivali E. coli z ESBL AmpC ni bil ugotovijen,

Rezuitati glede prisotnosti £. coli 2z odpornostjo proti karbapenemom

Vsi vzorci so bili preiskani z zelo obgutljivo selektivno metodo za izolacijo E. coli z odpornostjo
proti karbapenemom, vendar so bili rezultati vseh preiskav negativni. Odpornosti proti



karbapenemom nismo ugotovili niti pri izolatih E. coli, ki smo jih izolirali na drugih goji¢ih in
jih fenotipsko testirali na plod¢i EUVSEC2, ki ima v naboru tudi karbapeneme. Na podlagi
rezultatov sklepamo, da izolati E. coli z odpornostjo proti karbapenemov 3e niso zadli med
farmsko gojene Zivali in Zivila Zivalskega izvora.

Rezultati glede prisotnosti E. coli 2 odpornostjo proti kolistinu

Vzorci so bili preiskani na komercialnem selektivnem goji3¢u za izolacijo £. coli z odpornostjo
proti kolistinu, vendar so bili rezultati vseh preiskav negativni. iz treh klavniZkih vzorcev Zivali
iz zadnjega (Zivalsko meSanega) posestva smo na selektivnem gojis€u sicer izolirali kolonije
E. coli, vendar smo po nadaljnjem fenotipskem testiranju ugotovili, da imajo zelo nizke
minimalne inhibitorne koncentacije {manjée kot 1 ug/ml). Rast kolonij se je verjetno pojavila
zaradi slabe obstojnosti kolistina v gojiséu.

Odpornosti proti kolistinu nismo ugotovili niti pri izolatih E. coli, ki smo jih v osnovi
izolirali na gojis€u za ESBL/AmpC in jih fenotipsko testirali na plo3&i EUVSEC, ki ima v naboru
tudi kolistin.

OPREDELITEV KRITICNIH MEST

Pri izvajanju posameznih nalog smo bili pozorni na posamezna krititna mesta, kjer bi lahko
pri¥lo do prenosa odpornih bakterij. Klavnica je odobreni Zivilski obrat, ki mora imeti
vzpostavijen sistem HACCP. Doloéena so splo3na pravila higiene Zivil za nosilce Zivilske
dejavnosti. Ta morajo biti upoitevana, zlasti natela smernice za dobro higiensko prakso, ki so
pomemben instrument in nosilcem Zivilske dejavnosti na vseh ravneh Zivilske verige pomaga,
da spoétujejo pravila higiene Zivil. Nosilec Zivilske dejavnosti mora prepoznati kritiéne totke
znotraj obrata, kjer bi lahko vstopale bakterije, tudi patogene, v prehransko verigo.

Konkretni pri¢akovani rezultati so sledeti:

1. Kriti¢na mesta, kjer odporne bakterije vstopajo v prehransko verigo, kontaminacija v
razliénih fazah klanja oz. predelave, kontaminacija v razliénih fazah distribucije in prodaje

Znotraj klavnice sta kriti¢ni kontrolni toki vhod surovin (Zive Zivali) in izhod surovine {(mesa).
Na klavni liniji pa so tudi kontrolne totke na katerih lahko pride do navzkriine kontaminacije.
Med te totke spada prehod nedistega dela v &isti del (operjanje, garanje oz slatenje koZe) in
evisceracija (odstranitev netistega dela). Dodatno tveganje lahko predstavija rokovanje
delavcev z Zivili in kontno &iféenje trupov pred hlajenjem, &e pri tem niso upo3tevani osnovni
higienski pogoji.

Predvidevali smo, da bodo prva kritiéna to&ka Zivali, ki pridejo na klavnico iz rej z zelo
razliéno bakterijsko mikrobioto. Vrste bakterij in njihova odpornost proti antibiotikom so med
drugim odvisne od same Zivalske vrste in njihovega primarnega izvora, natina reje, zdravja
sivali, epidemioloske situacije, morebitne uporabe antibiotikov v &asu reje {vrste antibiotikov
in dolzine trajanja zdravljenja), vestnosti rejca in 3tevilnih drugih dejavnikov. Zivali, ki so
prihajale na klavnice so imele razli¢no bakterijsko mikrobioto, katero smo predhodno preverili
vzorgenjem na sami farmi, tik pred predvidenim kianjem. Vrsta bakterij in njihova odpornost
proti antibiotikom se je razlikovala glede na samo Zivalsko vrsto in njihov izvor, natin reje,
zdravja Zivaii in poslediéno morebitne uporabe antibiotikov v Easu reje.



Z nadimi rezultati smo potrdili tako totko na mestu odstranjevanja prebavnega trakta
z vsebino. Pri puranih smo iz Erevesne vsebine izolirali bakterljo £. coli AmpC, enako bakterijo
smo izolirali na nofu za evisceracijo in trupu puranov pred hiajenjem. izsledki kaZejo, da kljub
uporabi mehaniénega noia za odstranjevanje prebavnega trakta in sprotnemu pranju, ostaja
moinost kontaminacije trupov s &revesno vsebino.

Na kiavnicah, Kjer isti dan koljejo Zivali razliénih wrst (brez vmesnega temeljitega
titkenja in razkulevanja) lahko pride do prenosa odpornih bakterij, ki so znatilne za dolodeno
sivalsko vrsto (npr. prenos MRSA po klanju praditev na meso govedi, ki se kolje za njimi).
Preverili smo tudi moZnost kontaminacije mesa preko delavca, ki najprej sodeluje pri zakolu
in nato pri cbdelavi mesa.

v klavnici za rdece meso smo na noiu delavca, ki vri evisceracijo izolirali bakterijo
Pseudomonas aeruginosa, ki sicer ni bila predmet nade preiskave, a je primarno zelo odporna
proti antibiotikom in dobro prekivi v naravnem okolju. Mesarji imajo po Uredbi 853/2004 na
vsakem delovnem mestu sterilizator z vroto vodo {minimalno 81 °C), ki naj bi ga uporabili po
vsaki uporabi nofa. Temperaturo sterilizatorja preverjajo Uradni veterinarji pred zatetkom
klanja, kvaliteto vode pa preverja nosilec Zivilske dejavnosti sam. Naii rezultati nakazujejo
mosnost, da v sterilizatorju ni bilo vode z ustrezno temperaturo saj bi ta prepretevala rast
bakterije Pseudomonas aeruginosa in posledi¢no tudi drugih bakterij.

Rezultati pa so pokazali tudi dobre strani. V klavnici za praSiCe smo v umazani bazenski vodi za
garanje praditev izolirali E. coli ESBL, brisi trupov pa so bili negativni. V preiskovani klavnici so
namreé uporabljali vertikalno metod garanja, kjer se umazana voda izteka v odpadno vodo in
se nastedniji prasiti ne garajo z isto vodo kot je to pri horizontalni metodi.

Pri¢akovali smo, da bomo v vseh skupinah Zivali izolirali proti meticilinu odporne stafilokoke,
podobno kot s svojimi Studijami fe dokazujejo razvite evropske driave, med njimi tudi
Slovenija. V nadi $tudiji smo proti meticilinu odporne stafilokoke izolirali predvsem pri
praiitih, izjemoma tudi pri teletih in koko3ih, vzorci odvzeti pri puranih pa so bili negativni.

2. Tipizacija izoliranih sevov in proutitev, ali so Zivalski sevi bakterij ¥e prisotni v populaciji
ljudi v Sloveniji in na kak3en natin prihaja do morebitnih okuib.

V Sloveniji trenutno tipizacija odpornih bakterij ni del rutinskega diagnostifnega postopka (ne
v humani in ne v veterinarski medicini), ker so preiskave zelo drage in nimajo neposrednega
pomena za zdravijenje ljudi in Zivali. lzvajajo se samo v primerih izbruhov, ko je potrebno
epidemiolosko sledenje in ugotavijanje vira okuib.

Na podlagi podatkov iz prejnjih raziskav so odporni sevi bakterij, ki jih sicer pogosteje
najdemo pri Zivalih, zanesljivo Ze prisotni v populaciji ljudi, vendar §e ne vemo natanéno, kako
je do tega pritlo. NajveZ podatkov imamo na voljo o &lovelkih izolatih LA-MRSA, ki pripadajo
istim tipom, kot smo jih doslej ugotovili tudi v populacijah praitev. Najvetji deleZ LA-MRSA je
med prebivalci SV Slovenije, kjer je tudi populacija prasi¢ev najvecja. MoZnost prenosa je lahko
z neposrednim kontaktom &loveka s prasiem, lahko pa tudi s hlevskim prahom in opremo.
Poleg tega je znano, da je mo&no kontaminirano tudi okolje v neposredni bliZini prasitjih farm,
kar lahko ogro¥a tudi zdravje okolidkih prebivalcev in ne le rejcev.

Zanimiv pa je bil rezultat preiskave krme, ki je bil negativen na prisotnost MRSA, Ceprav
so bili vsi ostali vzorci na farmi pozitivni. MoZno je, da so bila v krmila dodana zeli3¢a, ki imajo
lahko naravne protimikrobne lastnosti. Stevilne tudije po svetu namret kaZejo, da zelidca
zavirajo rast nekaterih bakterij.



Zelo malo je znanega o prenosu MRSA s svinjskim mesom, posebej 3e, ¢e potro3niki
upoitevajo pravila dobre higienske prakse. Opravijene pa so bile preliminarne Studije o
nevarnosti prenosa MRSA na delavce v klavnici. Ugotovijeno je, da vedja nevarnost za delavce,
ki delajo z Zivimi ¥ivalmi in v zagetnih fazah klanja, medtem ko je pri kasnejii obdelavi mesa ta
nevarnost manjsa. V na8i raziskavi smo preverili, ali to velja tudi za na3 sistem klanja. Za prenos
izolatov MRSA iz pradi¢a na Cloveka, smo odvzeli nosne brise nasih vzortevalcev. Vsi rezultati
so bili negativni, verjetno zato, ker je za kolonizacijo potrebno dalj €asa kot dve uri kolikor sta
bila nada vzoréevalca v stiku s prasici.

Vzorci prai¢ev v zatetni fazi klanja so bili pozitivni na prisotnost izolatov MRSA,
kasneje smo izolate MRSA izolirali iz brisov trupa pred hlajenjem. Take rezultate pripisujemo
naknadni kontaminaciji. Trupi prasi¢ev se po obdelavi prezagajo na polovico. Zaga potuje tudi
preko nosnih pretinov rilca in se tako kontaminira z bakterijami MRSA. Kasneje pa se trupi, ko
potujejo po liniji, med seboj dotikajo, tako z zunanje kot tudi notranje strani. Druga moZnost
pa je, da temperatura vode za garanje trupov ne unici vseh bakterij MRSA.

3. Proutevanje ali je kontaminirana hrana lahko nosilec Sirjenja trevesnih in zunaj-
Erevesnih okuib pri ljudeh.

Pregledali smo vzorce mesa prasi¢ev {klavne polovice) in brojlerjev (cele trupe) v konni fazi,
ko so ¥e pripravljeni za prodajo oz. za neposredno prehrano ljudi. Po pritakovanjih smo E. coli
ESBL/AmpC dokazali na trupih brojlerjev in MRSA na klavnih polovicah prasicev.

Podatki o viogi Zivali, kot neposrednemu viru okuzb z odpornimi enterobakterijami, so
zaenkrat e mnogo manj zanesljivi, kot podatki o prenosu MRSA. Tudi v primeru . coli imamo
v Sloveniji vetiji dele? prebivalcev, ki so bolniki ali nosilci E. coli ESBL/AmpC, vendar neposredni
prenos doslej e ni bil zanesljivo dokazan.

4. Molekularna tipizacija vetkratno odpornih enterobakterij {predvsem tipa ESBL/AmpC)
oz. ugotavijanje njihovih genov za odpornost in patogenost.

V natem projektu smo z molekularnimi metodami izolirali gene za encime ESBL iz skupine CTX-
M1 in CTX-M2, AmpC in encime BSBL iz skupine TEM. Tako smo pri puranih, prasiih in teletih
izolirali gene za encime iz skupine CTX-M1, pri bojlerjih pa iz skupine CTX-M2. Po literaturi so
gene za encime iz skupine CTX-M2 Ze izolirali iz slovenskih brojlerjev {AmbroZoZ Avgustin in
sod., 2012). £. coli AmpC smo izolirali samo pri perutni, in sicer v viSjem odstotku pri brojleriih
kot puranih. Vsi izolati £. coli AmpC pa so bili iz vzorcev, odvzetih na klavnici, kar nakazuje, da
jzolati AmpC krotijo v klavnicah za perutnino in to ckolje predstavija tveganje za prenos
odpornih sevov na hrano. Gen za encim iz skupine TEM smo izolirali pri vseh ESBL pozitivnih
vzorcih pri pradi¢ih na klavnici in v vidjem odstotku tudi pri brojlerjih. Gen TEM ne spada med
encime ESBL in je odgovoren za odpornost proti ampicilinu. Rezultati kaZejo, da se pri prasicih
in teletih pogosteje pojavija gen iz skupine ESBL, ki je najbolj prevalentna, tako v Sloveniji kot
po svetu. Brojlerji pa imajo najverjetneje zaradi sistema reje, bolj pogosto gen iz skupine CTX-
M2.

Tipizacija odpornih bakterij je povezana z zelo velikimi materialnimi strogki, zato $e ni
del rutinskega diagnostitnega postopka. Za analizo stanja odpomnosti ni zadostno le
spremljanje fenotipskih znatilnosti izolatov, kar nam omogoca izdelava antibiograma po
mikrodilucijski metodi. Zelo razliéni geni za odpornost lahko namrel dologajo enak fenotip,
zato je potrebna analiza genotipa oziroma molekularno spremljanje genov za odpornost. e



vemo, kateri geni so prisotni, na katerih mobilnih elementih so in s tem, kak3ne so moZnosti
za prenos na bakterije drugih vrst in rodov, si lahko razloZimo dogajanja na nivoju fenotipov
v preteklosti in dodamo napovedi za prihodnost. S pomotjo molekularnih metod smo
pripomogli tudi k razumevanju prevalence in mehanizmov odpornosti bakterij proti izbranim
protimikrobnim snovem. Na osnovi tega smo lahko ovrednotili tveganje za razvoj navzkriine
odpornosti proti razliénim protimikrobnim zdravilom in tudi drugim, nesorodnim
protimikrobnim snovem.

Pojav odpornosti proti betalaktamskim antibiotikom so odkrili e pred zatetkom
klinitne uporabe prvega betalaktamskega antibiotika penicilina (Bradford, 2001). Leta 1963 je
bila prvi¢ izolirana proti ampicilinu odporna £. coli, odpornost ji je omogodil encim
betalaktamaza TEM-1, ki je kodiran na plazmidu. Tako se je odpornost razdirila v $tevilne vrste
drutine Entercbacteriaceae in nekatere druge bakterije. Produkcija betalaktamaz tipa AmpC
pa ni samo plazmidno kodirana, ampak je lahko posledica kromosomske hiperprodukcije
zaradi mutacije v promotorski/supresorski regiji.

Encimi iz skupine CTX-M pa predstavljajo v Stevilnih driavah najpogostejsi vzrok
odpornosti enterobakterij proti cefalosporinom. Primarni gostitelj je bakterija vrste E. coli
(Woodford, 2010). V Sloveniji iz Zivil Zivalskega izvora najpogosteje izoliramo CTX-M1, v nijem
odstotku tudi CTX-M2 in CTX-M9 {Ambrozi¢ Avguitin in sod., 2012; Krizman in sod., 2017).

5, Ugotavijanje morebitne prisotnosti enterobakterij, ki izlotajo karbapenemaze in njihova
molekularna tipizacija.

Kljub zelo velikemu 3tevilu pregledanih vzorcev, nismo v nobenem primeru ugotovili
prisotnosti bakterij E. coli s sposobnostjo izlotanja karbapenemaz. Vsi vzorci so bili pregledani
2z usmerjeno bakteriolotko preiskavo po protokolu EURL za AMR, ki se uporablja za bolj
zanesljivo izolacijo odpornih sevov. Metoda ima visoko ob<utljivost in ob praviini izvedbi skoraj
ne dopu’¢a napake. Na specialnih gojis&ih smo izolirali le posamezne druge odporne bakterije,
predvsem Aeromonas veronii in bakterije iz rodov Stenotrophomonas, Pseudomonas in
Acinetobacter, ki pa imajo obi€ajno drugaten mehanizem odpornosti in so Ze primarno
odporni proti karbapenemom {predvsem ertapenemu).

Dejstvo, da v nadi raziskavi nismo uspeli izolirati seva E. cofi, ki izlota karbapenemaze,
je spodbudno in kaZe na dobro stanje na tem podrotju v populaciji slovenskih rejnih Zivali.
Zaradi odsotnosti izolatov molekularna tipizacija ni bila mogota, vendar pa smo v okviru
projekta vzpostavili sistem molekularne tipizacije proti karbapenemom odpornih
enterobakterij. V primeru, da bi izolirali take bakterije bi izolat molekularno tipizirali in
primerjali z izolati fjudi.

Enterobakterije, ki izlofajo karbapenemaze, predstavijajo hud problem v humani
medicini, kjer karbapenemi predstavijajo zelo pomembno skupino rezervnih antibiotikov. Ker
se v veterinarski medicine ne uporabljajo niti za zdravijenje ljubiteljskih vrst Zivali, Se manj pa
za zdravijenje rejnih Zivali, je prisotnost odpornih izolatov zelo majhna. V Sloveniji Ze nekaj let
izvajamo monitorning na razli¢nih vzorcih Zivali {tudi na mesu) in doslej 3e nismo izolirali seva
E. coli, ki bi izlotal karbapenemaze.

6. Priprava sheme za rednl monitoring ugotavijanja vetkratno odpornih bakterij pri ¥ivalih
in v #ivilih ter uvedbo vseh potrebnih metod za molekularno tipizacijo.

Diagnosti¢ni protokoli, ki so bili uporabljeni za preiskave vzorcev v okviru naega projekta so
sodobni in popolnoma usklajeni z evropskimi, zato je na tem podrodju stvar popolnoma



urejena. Uvedene metode pa se izjemno hitro dopolnjujejo in modernizirajo, zato je potrebno
stalno slediti novim trendom. Osnova za ugotavljanje odpornih bakterij so usmerjene
izolacijske metode za posamezne vrste bakterij, za fenotipsko potrditev pa 3e vedno
mikrodilucijska metoda, ki je natanéna in informativna, poleg tega pa je tudi priporotena s
strani centralnih referenénih laboratorijev.

V primerih izbruhov ali ugotavijanja vira okuzb (predvsem kadar bo utemeljen sum, da
je vir okuibe hrana) pa bodo molekularne tipizacijske metode nepogresljive.

Zaradi potrebnih specialnih znanj in zelo drage opreme pritakujemo, da bo
molekularna diagnostika za tipizacijo posebno odpornih bakterij {vklju¢no z geni za MRSA,
VRE, ESBL/AmpC, karbapenemaze in drugih genov za odpornost) ostala omejena le na
specializirane laboratorije, predvsem na Nacionalni referenéni laboratorij za odpornost proti
protimikrobnim zdravilom. Poenotenje metodologije bo omogofilo popolno primerljivost
rezultatov, tako znotraj Slovenije kot tudi z driavami EU.

V tesni povezavi z izvajanjem projekta sta se zakljudila dva doktorata. Avtorica prvega
je dr. Manja Kriman, ki je v delu z naslovom Raziirjenost in genotipizacija sevov E. coli z
odpornostjo proti betalaktamskim antibiotikom in fluorokinolonom v Zivilih Zivalskega izvora
(2017) uvedia molekularne metode za dolofanje genov za odpornost proti penicilinom in
cefalosporinom.

Avtorica drugega je dr. Jasna Micunovic, ki se je v svojem delu z naslovom Genotipi in
rezistotipi bakterije Salmonelfla Typhimurium v Sloveniji v obdobju 2000 do 2012 (2018) prav
tako ukvarjala s problematiko odpornosti enterobakterij.

7. Priprava podlag za smernice za omejevanje $irjenja vetkratno odpomnih bakterij preko
#ivil Zivalskega izvora in njlhova predstavitev za zainteresirano javnost

V nasdi raziskavi smo izolirali razlitne bakterije z odpornostjo proti protimikrobnim zdravilom.
Ugotovili smo, da so razliéne Zivalske vrste imele odporne bakterije iz razliénih skupin, zato bo
pri pripravi smernic potreben razliten pristop. Za perutnino in perutninske klavnice so bolj
prevalentne bakterije z encimi ESBL/AmpC, medtem ko so pri praditih bolj prevalentni izolati
MRSA. V obeh primerih so rezultati dobra podlaga za smernice za nosilce fivilske dejavnosti
{klavnice) in jih podutili o prisotnosti odpornih bakterij v proizvodnji. V raziskavi smo dobili
podatke, katera so tista kritiéna mesta, kjer lahko bakterija prehaja iz Zivali na meso. Taka
krititna todka je evisceracija, ker smo enak rezistotip bakterij izolirali iz €revesja in brisov
trupov pred hlajenjem. Nasli smo tudi krititna mesta, ki so e sedaj podvrZena kontroli, tako s
strani uradnih veterinarjev kot tudi samih nosilcev tivilske dejavnosti, pa smo prav tako izolirali
bakterije, ki so odgovorne za kvarjenje mesa. Brisi so bili odvzeti med delovnim procesom, a
so bili v istem €asu odvzeti tudi brisi noZev uradnega veterinarja in so bili negativni. V na3i
raziskavi pa smo dokazali, da so nekateri tehnolo3ki postopki boljsi od drugih in lahko damo
smernice za gradnje novih klavnic v prihodnosti.
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SMERNICE ZA OMEJEVANIE SIRJENJA VECKRATNO ODPORNIH BAKTERI .. ...
ZIVALSKEGA IZVORA ‘

Zdravje rejnih Zivali lahko bistveno doloa varnost proizvodov cele prehranske verige in tako
lahko posredno zelo vpliva na zdravje ljudi. Trenutna zakonodaja dobro ureja postopke za
preprelevanje Sirjenja patogenih zoonoti¢nih bakterij, ni pa 3e predvidenih smernic za
prepreevanje Sirjenja odpornih in ve¢kratno odpornih bakterij.

Za preprefevanje Sirjenja je treba poskrbeti v vseh fazah prehranske verige, ki vkljucuje rejo,
transport, vse faze dela na klavnici, transport mesa in izdelkov do trgovin ter vse faze v
postopkih skladii¢enja in prodaje. Zelo pomembno, a pogosto zanemarjeno, je osvesanje
potrognikov o pravilnem ravnanju z Zivili pred, med in po njihovi pripravi ter morebitnem
hranjenju v hladilniku. Ob upostevanju vseh splodnih pravil, ki veljajo za dobro gospodinjsko
prakso, se tveganje za kontaminacijo in morebitno kasnej3o okuZbo ljudi, lahko zmanjsa na

minimum.

OPREDELITEV PROBLEMA

Poseben problem predstavljajo bakterije, ki so hkrati odporne proti antibiotikom iz vecih
razliénih farmakologkih skupin (vetkratno odporne bakterije, VOB). Med njimi so pomembne
tudi bakterije z zelo specificnimi oblikami odpornosti, predvsem proti meticilinu odporni
Staphylococcus aureus (MRSA), veckratno odporni Enterococcus faecalis in Enterococcus
faecium, enterobakterije, ki izlo¢ajo encime betalaktamaze z razdirjenim spektrom delovanja
(ESBL) in karbapenemaze, v zadnjem &asu pa tudi enterobakterije z odpornostjo proti
kolistinu. Posebno odporne bakterije izoliramo pri razliénih vrstah in kategorijah Zivali, ki
vstopajo v prehransko verigo. V vetini primerov je mozen prenos teh bakterij z #ivali na ljudi
in obratno, zato jih v strokovni literaturi e omenjajo med povzrotitelji zoonoz. Odporne
bakterije se lahko pojavljajo pri vseh skupinah in" vrstah rejnih Zivali, vendar pa so znane
bakterije, ki se pri dologeni Zivalski vrsti pojavljajo pogosteje. Enaki problemi kot pri Zivalskih

izolatih se posledi€éno pojavljajo tudi pri bakterijah, ki kontaminirajo hrano.



MRSA (proti meticilinu odporni Staphylococcus aureus)

Stafilokoki, proti katerim so bili pripravljeni prvi antibiotiki, so zaceli razvijati mehanizme
odpornosti ze zelo kmalu po zaéetku uporabe. Problem je bil zatasno reden, ko so leta 1959
sintetizirali prvi polsinteti¢ni penicilin, imenovan meticilin, vendar so se Ze dve leti kasneje
pojavili prvi odporni sevi, ki pa so imeli drugaten mehanizem odpornosti. Ti sevi so bili
sposobni sintetizirati posebno obliko penicilin vezote beljakovine (PBP2), proti kateri
antibiotik ni deloval in bakterije so normalno preZivele. Sevi MRSA so bili sprva problematicni
le v humani medicini, kjer so predstavijali najpomembnejie bolniniéne okuzbe (HA-MRSA),
kasneje pa tudi v prosti populaciji (CA-MRSA). V veterinarski medicini so se prvi izolati MRSA
pojavili e v 70. letih, vendar je problematika MRSA dobila mnogo 3ire razseZnosti leta 2007,
ko so na Nizozemskem ugotovili, da so prasi¢i na Stevilnih farmah kolonizirani s posebnim
tipom ST398, ki so ga poimenovali MRSA rejnih Zivali ali LA-MRSA (livestock associated MRSA).
Zaradi prostega pretoka blaga in storitev znotraj EU se je LA-MRSA zelo hitro razsirila po vseh
drzavah EU in tudi v Slovenijo.

Odpornost je obi¢ajno kodirana s posebnim genom mecA, poleg tega pa so znani 3e nekateri
drugi podobni geni, med katerimi je najpomembnejii gen mecC, ki je bil prvi¢ opisan leta 2011
v Angliji. Ker se pojavlja tako pri éloveskih kot tudi pri Zivalskih izolatih MRSA (predvsem izolati
iz mleka govedi), je bilo to zelo pomembno odkritje tudi za veterinarsko medicino. Zaradi tega
smo v Sloveniji takoj posodobili molekularno diagnostiko MRSA in vpeljali metode za detekcijo
obeh genov. Glede na to, da so se v Sloveniji med &loveskimi izolati MRSA Ze pojavili sevi z

genom mecC, moramo njihovo morebitno prisotnost slediti tudi v populacijah rejnih Zivali.

LESBL (Enterobakterije z razdirjenim spektrom beta Iakia_maz)

V zadnjem &asu so posebej izpostavljene razli¢ne vrste enterobakterij (v veterinarski medicini
predvsem E. coli, redkeje salmonele), ki lahko izloCajo razliéne betalakamaze. Take izolate
uvritamo v skupino enterobakterij z raziirjenim spektrom betalaktamaz (angl. extended
specter betalactamase, ESBL). To pa pomeni, da so odporne proti vecini betalaktamskih

antibiotikov, pogosto pa se pojavi tudi pridruZena odpornost proti antibiotikom iz drugih



farmakologkih skupin. Med Zivaiskimi bakterijam ima take mehanizme odpornosti predvsem
E. cofi, ki je lahko patogena in povzroda razli¢ne oblike specificnih bolezenskih stanj, lahko pa
je komenzalna bakterija, ki predstavija del normaine ¢revesne mikroblote. Ker se geni za
odpornost pogosto prenasajo na plazmidih, lahko take odporne bakterije predstavijajo vir

genov za druge &loveske in Zivalske bakterije.

Bakterije, odporne proti kinolonom

Velik problem predstavija tudi nara$Zanje odpornosti proti kinolonom, pri katerih gre za drug
mehanizem rezistence. Poleg tega pa se je pojavila tudi posebna skupina sevov, pri katerih je
gen za odpornost proti kinolonom na plazmidu (PMQR, plasmid mediated guinoilone
resistance). Odpornost proti kinolonom se pojavija tako pri po Gramu pozitivnih kot tudt pri

po Gramu negativnih bakterijah, pogosto pa je pridruena pri izolatih MRSA in ESBL.

Bakterije, odporne proti karbapenemom

Bakterije z odpornostjo proti karbapenemom so v humani medicini med bolj problematitnimi,
ker so odporne proti zdravilom iz skupine kritiéno pomembnih antibiotikov. Ker se
karbapenemi v veterinarski medicini ne uporabljajo, je izolacija takih bakterij pri Zivalih redka.
V Sloveniji doslej, kljub rednemu monitoringu, pri Zivalih 3e niso bile izolirane, vendar pa so jih
ugotovili Ze v nekaterih drugih driavah EU. Zaradi tega je sistematitno spremljanje pri ¥ivalih

in v Zivilih potrebno nadaljevati.

Bakterije, odporne proti kolistinu

V zadnjem &asu so veliko pozornosti vzbudili tudi izolati enterobakterij z odpornostjo proti
kolistinu, ki se sicer uporablja za zdravljenje Erevesnih okuib pri rejnib Zivali, predvsem
perutnine in pradi¢ev. Zaradi pojava bakterij, ki so odporne proti karbapenemom, je namreé v
humani medicini postal kolistin rezervni antibiotik (critical important antimicrobials, CiA) za
z2dravijenje takih okuib. Ker obstaja moinost, da so bakterije zaradi uporabe kolistina za

2dravijenje rejnih Zivali, pridobile gene za odpornost, je stanje glede odpornosti pri Fivalih
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potrebno temeljito in stalno spremljati, tako na podrotju humane kot tudi veterinarske
medicine.

V Sloveniji je kolistin registriran za rejne Zivali (pradi€e in perutnino), vendar se uporablja
redko. Uporaba sicer ni prepovedana, vendar je v strokovnih krogih potrebno poudarjati

pomen takoj$njega opuicanja.

Odporni Enterococcus faecalis/faecium

Enterokoki so pogojno patogeni mikroorganizmi, ki so normalni del crevesne mikrobiote,
vendar lahko povzroéajo tudi resne okuibe in spadajo med tiri najpogostejSe povzrotitelje
bolniéni¢nih okuib. Uvri¢amo jih sicer med komenzalne bakterije, vendar se v zadnji letih
povetuje $tevilo teZje ozdravljivih enterokoknih okuzb pri ljudeh, kar je verjetno tudi ena
izmed posledic naraitanja odpornosti proti $tevilnim protimikrobnim zdravilom. Zbolijo
predvsem bolniki s kroni¢nimi ali sistemskimi boleznimi in z oslabljenim imunskim sistemom.
Najpogostejsi vir okuzbe so Zivali, kontaminirano okolje ali kontaminirana hrana. V humani
medicini so v zadnjih desetletjih pomembni predvsem kot vetkratno odporni povzroitelji
bolniéni¢nih okuib z VRE (proti vankomicinu odporni enterokoki). Razumevanje
transformacije enterokokov iz komenzainih v patogene bakterije, je kljutnega pomena za
obvladovanje okuzb. Enterokoki tako lahko predstavijajo rezervoar genov za odpornost, ki se
preko plazmidov lahko prenesejo na druge, potencialno patogene bakterije. Njihov nivo
odpornosti je dober pokazatelj, kako mocan je selektivni pritisk na bakterije 2 uporabo
dolotenega antibiotika ter kakéno odpornost lahko priakujemo pri patogenih bakterijah.
Prisotnost enterokokov v prebavnem traktu Zivali predstavlja veliko moZnost kontaminacije
hrane tekom prehranske verige. V okviru skupnega programa FAO in SZO za prehranske
standarde so bile dolo¢ene smernice za analizo tveganja odpornosti proti protimikrobnim
snovem, pri bakterijah, ki se prena3ajo z Zivili, kar je bilo prepoznano kot velik svetovni
problem na podrodju javnega zdravja in varnosti Zivil. Na osnovi tega je EFSA objavila
znanstveno porotilo o tehniénih specifikacijah za usklajeno spremljanje in porotanje
odpornosti proti protimikrobnim snovem razliénih bakterij (Salmonella spp., Campylobacter
spp.), ki se prenasajo z Zivili. Med pomembne je uvrstila tudi spremljanje odpornosti pri

indikatorskih komenzalnih bakterij iz rodu Enterococcus.



PRIPOROCILA ZA DIAGNOSTIKO ODPORNIH SEVOV

Odporne bakterije pri rejnih Zivalih vetinoma ugotavijamo v obliki monitoringov v rejah
klini¢no zdravih Zivali, ki so namenjene za prehrano ljudi. Vzorci se vzamejo razliénim zdravim
Fivalim, mesto in itevilo vzorcev pa se doloti po posebnem kljutu, tudi glede na staleZ
doloéene vrste oz. kategorije Zivali in glede na verjetnosti da so dolofene odporne bakterije v
populaciji prisotne. Odporne izolate vetine omenjenih bakterijskih vrst z razliZnimi oblikami
velkratne odpornosti 7e obgasno ali celo pogosto izoliramo tudi iz vzorcev fivali, zrejenih v
Sloveniji. Zaradi tega ima veterinarska stroka dolinost, da dobro pozna stanje v domatih rejah
in Zivilskih obratih ter uvede ukrepe za preprefevanje firjenja odpornih bakterij preko Zivil
Zivalskega izvora.

Odporne bakterije se ugotavijajo tudi pri bolnih Zivalih, vendar so v smislu prehranske varnosti
manj pomembne, ker bolne Zivali ne smejo biti napotene na redno klanje. V primeru, da bolna
¥ival ni pravotasno prepoznana ali, da se znaki bolezni ugotovijo Sele po kianju, pa taka Zival

lahko pomeni e vedjo nevarnost za zdravije ljudi.

Predlog sheme za redni monitoring vetkratno odpornih bakteri] pri fivalih in Zivilih

Program spremljanja odpornosti bakterij proti protimikrobnim zdravilom je sestavni del
Programa monitoringa zoonoz in njihovih povzrotiteljev {program zoonoz). Spremijanje
odpornosti se izvaja v skladu s Sklepom Komisije {EC) 3t. 652/2013 o spremljanju in porotanju
odpornosti zoonotskih in komenzalnih bakterij proti protimikrobnim zdravilom. Poleg tega so,
ha nacionalnem nivoju, v spremijanje odpornosti vkijuéeni $e dologeni izolati bakterij, ki se v
skladu z omenjenim skiepom Komisije v spremljanje lahko vkijutijo prostovoljno, ter doloceni
izolati bakterij, pri katerih se spremljanje odpornosti in trendov na nivoju Slovenije izvaja Ze
vet let.

V spremljanje odpornosti so Ze vkljuene 3tevilne bakterije iz razliénih vrst Zivali in tudi ¥ivil,
med drugim tudi enterobakterije z razdirjenim spektrom delovanja beta-laktamaz
(ESBL/AmpC), sevi E. coli, ki proizvajajo karbapenemaze in bakterije iz rodu Enterococcus,

odporni proti vankomicinu. Za dologene, prav tako pomembne bakterije, predvsem proti



meticilinu odporne sevi Staphylococcus aureus (MRSA) ali bakterije iz rodu Enterococcus,
odporni proti visokim koncentracijam aminoglikozidov pa imamo v Sloveniji trenutno na
razpolago zelo omejene podatke. Najveé je pridobljenih iz razliénih raziskovalnih nalog

oziroma projektov (npr. projekt CRP V4-1606).

Diagnosti¢ne metode za ugotavljanje odpornih bakterij

Metode za izolacijo odpornih bakterij

Odporne bakterije pri rejnih Zivalih so v primerjavi z ob¢utljivimi sevi praviloma v nizkem
delezu in v populacijah, kjer ni antibioti¢nega selekcijskega pritiska nimajo nobene prednosti
pred obéutljivimi bakterijami. Za izolacijo odpornih sevov so nujno potrebne usmerjene
njene odpornosti proti dologeni skupini antibiotikov.

Na podrodju veterinarstva so metode usklajene na ravni Evropske unije, kjer se protokoli
pripravljajo in validirajo v okviru delovanja Evropskega referentnega laboratorija za
ugotavljanje odpornosti proti protimikrobnim zdravilom (EU-RL AMR), ki ima sedei v
Kopenhagnu na Danskem. Vsaka drzava ¢lanica je dolina imenovati svoj nacionalni referenc¢ni
laboratorij (NRL), ki je zadolZen za implementacijo vseh protokolov na nacionalni ravni. V
Sloveniji je za opravljanje te dejavnosti pooblasten NRL za ugotavijanje odpornosti proti
protimikrobnim zdravilom (NRL AMR), ki deluje v okviru Nacionalnega veterinarskega instituta
(NV1) na Veterinarski fakulteti v Ljubljani. NRL opravlja vse analize v okviru mednarodnih in
nacionalnih monitoringov pri rejnih Zivalih.

Poleg usklajenih diagnostitnih protokolov je poenoteno tudi spremljanje in porofanje
rezultatov, ki se zbirajo v okviru Evropske agencije za varno hrano (EFSA), kjer se podatki
obdelajo. Na podlagi tega se vsako leto izda skupno porocilo, ki je javno dostopno na njihovi

uradni spletni strani.



Metode za ugotavijanje odpornosti proti antibiotikom

Fenotipske metode

Bakterije, ki so izolirane na selektivnih (ali na neselektivnih) gojistih je potrebno testirati glede
odpornosti proti razliénim antibiotikom iz vseh glavnih farmakologkih skupin. Za fenotipsko
testiranje se uporablja mikrodilucijska metoda, ki daje zelo natantne podatke o minimalni
inhibitorni koncentraciji {MIK) antibiotika, ki je potreben, da ubije ali zavre rast dolotene
bakterije. V Sloveniji je za to prav tako zadolZzen NRL AMR v okviru dejavnosti NVI.

S fenotipskimi metodami se dolota obtutljivost {S, angl. susceptibility) ali odpornost {R, angl.
resistance) bakterije proti dolo&enemu antibiotiku. Vzorec odpornosti posamezne bakterije
doloda njen rezistotip, ki je za posamezne skupine izolatov lahko znaéilen, ni pa nujno.
Dolotanje rezistotipa je za tipizacijo in namene epizootioloskega spremljanja manj primerno
in sluZi le kot orientacijski podatek. Zaradi tega in tudi drugih razlogov pa so nujno potrebne

molekularne metode.

Molekularne metode

Fenotipsko doloanje odpornosti posameznih izolatov je nujno za izbiro najbolj primernega
antibiotika za zdravijenje. Doloten fenotip lahko kodirajo zelo razlicni geni za odpornost, kar
lahko ugotovimo z molekularnimi metodami, ki nam povedo tudi ali je nek gen zapisan na
plazmidu in se bo lahko 3iril horizontalno (med bakterijami iste ali drugih vrst) ali je zapisan na
kromosomu in se bo &iril vertikalno (samo na h&erinske bakterije). Za zbiranje epidemiolo3kih
podatkov o prisotnosti in dirjenju genetskih determinant odpornosti v driavi kot tudi v EU
uporabljamo tudi genotipizacijske metode kot je npr. sekvenciranje celotnih genomov (angl.
whole genome sequencing, WGS).V Sloveniji bi bilo smiselno spremljanje odpornosti prati
protimikrobnim zdravilom nadgraditi z molekularnimi metodami, npr. z vkljuditvijo nekaterih
novih bakterij kot so proti meticilinu odporni sevi Staphylococcus aureus (MRSA} in

enterobakterije z beta-laktamazami razsirjenega spektra (ESBL).



PREDLOG! ZA RAZSIRITEV SPREMUANJA ODPORNIH BAKTERI, KI SE S HRANO LAHKO
PRENASAJO NA LIUDI

V vetini primerov odporni izolati spadajo med zoonoti¢ne in komenzalne bakterije, ki so v
osnovi za tloveka nepatogene, v dolocenih okolid¢inah pa se lahko njihovi geni za odpornost
prenesejo na bakterije, ki so patogene za ljudi in/ali Zivali. Zato je poznavanje stanja glede
njihove prisotnosti v Ziviih pomembno pri nafrtovanju smernic za prepretevanje

kontaminacije Zivil samih in njihovega okolja.

["Perioditno spremijanje MRSA

Spremljanje MRSA je potrebno pri vseh Zivalih, ki se redijo za proizvodnjo hrane, posebno
pomembno pa je poznavanje stanja pri prasitih. V naem projektu, in tudi v temeljni Studiji iz
leta 2008 se je izkazalo, da je v nasih rejah prasi¢ev MRSA stalno prisotna. Na podlagi doslej
opravljenih tipzacij je znano, da so na vetjih posestvih lahko prisotni razli€ni spa tipi, kar je
verjetno posledica stalnega vnosa novih tipov MRSA 2 uvoienimi Zivalmi. V na3i Studiji je bil
prvi¢ pri Zivalih v Sloveniji ugotovljen tip MRSA, pri katerem je odpornost proti meticilinu
kodirana z genom mecC, Taki sevi MRSA imajo niZjo stopnjo odpornosti proti cefoksitinu in za
njihovo izolacijo potrebujemo nekoliko manj selektivna gojid¢a kot za obigajne izolate MRSA.
Zato predlagamo izvedbo periodicnega monitoringa:

o po klasitnem protokolu za izolacijo MRSA v skiadu s priporotili EURL za ugotavljanje

odpornosti bakterij proti protimikrobnim zdravilom in hkrati
e po modificirani metodi {na posebnem, manj selektivnem gojidcu) za ugotavljanje
izolatov MRSA, ki imajo odpornost kodirano z genom mecC

Menimo, da je zaradi razmeroma visokega delefa MRSA z mecC pri ljudeh v Sloveniji tak
monitoring potrebno izvesti vsaj pri prasi¢ih, na podlagi teh rezultatov pa se kasneje po potrebi
jahko vkljudijo tudi druge Zivali.
Rezultati nae itudije so pokazali, da je periodiéno spremljanje MRSA pomembno tudi pri
drugih Jivalskih vrstah, kjer MRSA doslej $e ni bila ugotovijena. V letu 2018 smo jo ugotovili v
&redi govedi (pri teletih) na posestvu z me3ano populacijo Zivali, med katerimi so tudi pradici.
V prvi vrsti je pomembno pregledati krave molznice na posestvih, kjer imajo hkrati tudi rejo

prasi¢ev, posebej 3e, Ce je bila pri njih Ze dokazana MRSA.



Zelo malo imamo podatkov o stanju MRSA pri kravah molznicah. Ker vemo, da je S. aureus
eden najbolj pomembnih povzrotiteljev mastitisa pri kravah, bi bilo priporoéljivo pregledati

tudi vzorce mleka v krav, posebno v rejah, kjer uspehi zdravijenja ne sledijo pri¢akovanjem.

Periodiéno ugotavijanje prisotnosti Enterococcus faecali/faecium proti aminoglikozidom
v visoki koncentraciji (HLAR} in odpornih proti vankomicinu {VRE)

Ena izmed ugotovitev tega projekta je bila tudi, da so praktitno vsi vzorci, ki smo jih preiskovali,
kontaminirani z enterokoki. 1z ve€ine vzorcev, tako na farmah, kot v klavnicah in v Zivilih, smo
izolirali enterokoke, med katerimi so previadovale vrste E. faecalis, E. faecium in E. hiroe.
Izolirani enterokoki so izkazovali razlitno stopnjo odpornosti proti razliénim antibiotikom,
poleg tega pa smo pri vzorcih perutnine izolirali tudi proti vankomicinu odporne enterokoke.
V okviru nadega projekta so bili tako odporni enterokoki izolirani zelo redko, kljub temu pa je
smiselno v dolotenem Zasovnem obdobju stanje ponovno preveriti (vsaj vsakih 5 let ali
pogosteje, Ce se za to izkate potreba). Pravofasno zaznavanje enterokokov iz skupine HLAR
je pomembno zaradi dejstva, da so enterokoki zelo pogosto prisotni v razlitnih vrstah Zivil
Zivalskega izvora.

Glede na to, da enterokoke uvritamo med $tiri najpogostejse povzrotitelje bolnidnitnih okuib
in glede na zelo veliko pogostnost pojavijanja enterokokov v prehranski verigi, je spremljanje
odpornosti enterokokov, ki tudi pri ljudeh povzrotajo okuibe, prav tako pomembno. Tudiv
znanstvenih poro&ilih, ki jih objavlja EFSA, Je navedeno, da je potrebno tudi za indikatorske

komenzalne bakterije iz rodu Enterococcus, spremljanje odpornosti opravijati dosledno.



Nadgradnja programa spremlijanja dedmostl vetkratno odpornih bakterij 2

molekularnimi metodami

Program mora biti sestavijen tako, da smiseino dopolnjuje Ze obstojete programe in se lahko
prilagaja potrebam v veterinarski in humani medicini. Poleg rednih monitoringov je potrebno
sprejeti algoritme za ukrepanje v primerih izbruhov bolezni zaradi okuib z odpornimi
bakterijami ali kadar se pojavi pogostej$e pojavljanje le teh pri ljudeh in/ali Zivalih. izolaciji
bakterij in ugotovitvi odpornosti s fenotipskimi metodami mora slediti molekularna

diagnostika za dokazovanje genov odpornosti in za preverjanje epidemiolodko povezanih

izolatov.
Bakterija Ugotavijanje genov | Kriterij za izbor izolatov
enterobakterije blgrem, blosue, izolati s posebnim vzorcem odpornosti, ki
{obitajno E. coli) blocrim, fenotipsko kaZejo odpornost ESBL/AmpC
bitcna
blage izolati s posebnim vzorcem odpornosti, ki
blovm fenotipsko ka¥ejo odpornost proti
blaoxas karbapenemom
blaxom
blagec
Eénf mcr IR Fglati, ki so fenotipsko pdporni proti kolistinu
WGS | izbruh pri zivalih in/ali ljudeh®, epidemiolotko
povezani izolati
enterokoki vanA izolati, ki so fenotipsko odporni proti
(obitajno E. faecalis in vanB vankomicinu
E. foecium)
[ wes izbruh pri Zivalih infali judeh®*,
epidemiolodko povezani izolati
stafilokoki mecﬂ, Ee:ca | izolati, ki so fenotipsko odporni proti
Staphylococcus aureus | pvi cefoksitinu
(MRSA) spa tipizacija in/ali izbruh pri #ivalih in/ali ljudeh*,_ I
WGS epidemiolo$ko povezani izolati

*\ primerih suma, da je izbruh pri ljudeh povezan z ¥ivalmi, se o izboru izolatov {vrsti in tevilu) s&\;aj
dogovorijo predstavniki medicinske in veterinarske stroke. Potrebno je imenovati laboratorije, ki so
usposobljeni in pooblaiteni za izvedbo testiranj ter zagotoviti finantna sredstva.
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Smernice za smotrno rabo protimikrobnih zdravil, ki bi lahko vplivala na odpornost tistih

bakterij, ki se prenaZajo z Zivali na ljudi

Smernice so pomembne predvsem za tiste vrste odpornih bakterij, ki jih v populacijah rejnih
Fivali v Sloveniji Ze imamo, torej predvsem MRSA in E. coli ESBL. Med domadimi Zivalmi, ki so
namenjene za prehrano ljudi, najvedi deleZ Zivali z ve¢kratno odpornimi bakterijami najdemo
predvsem v rejah perutnine, pradifev in govedi. Veliko protimikrobnih zdravil, ki se uporabljajo
pri proizvodnji Zivil rastlinskega in fivalskega izvora so enaka ali podobna kot tista, ki se
uporabljajo za zdravijenje ljudi. Protimikrobna zdravila za spodbujanje rasti so Ze od leta 2006
prepovedana, vendar ostaja uporaba za zdravijenje, ki pa je 3e vedno dovolj visoka, da lahko
vodi do selekcije odpornih bakterij, ki so lahko patogene za Zivali in/ali ljudi. Pri odlotanju oz.
izbiri primernega antibiotika za zdravijenje Zivali je potrebno upostevati nekatera splo3na in
specialna priporodila.
Pravilna diagnoza bolezni in izbira antibiotika
Kliniéno diagnozo, ki jo postavi veterinar na podlagi klinicne presoje, je potrebno potrditi z
mikrobiolosko preiskavo, ki vkljutuje tudi testiranje ob&utljivosti za protimikrobna zdravila.
Antibiotik je potrebno izbrati skladno z doktrino in v naboru, ki je predviden za uporabo v
veterinarski medicini. Praviloma izbiramo antibiotike iz farmakolo3kih razredov, ki niso
pomembna za humane medicino. Ce takih ni na razpolago oz. so za izolirano bakterijo
neutinkoviti, izbiramo tudi v drugih razredih, vendar se je potrebno zavedati stopnje njihove
pomembnosti in skladno s tem omejiti njihovo porabo. Protimikrobni razredi, ki se uporabljajo
v humani medicini, so glede pomembnosti uvri€eni na poseben seznam, kjer so razvricenikot:

s pomembni,

¢ zelo pomembniin

» kritiZno pomembni za humano medicino (ang!. critical important antimicrobials, CIA).
Slednjih se v veterinarstvu ne uporabljajo, razen za zelo izjemne primere pri malih Zivalih, kar

pa mora biti strokovno upravieno in dobro dokumentirano. Nikoli pa se ne uporabljajo 2a

zdravijenje rejnih Zivali.

Smotrna poraba protimikrobnih zdravil

Za prepredevanje pojava odpornosti je potrebno upo3tevati nekatera splo3na priporofila:
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e Splo¥no zmanjianje porabe vseh antibiotikov, posebno pa iz tistih farmakolo3kih
razredov, ki s0 pomembni tudi za zdravljenje ljudi. Pomembno je predvsem zmanjdanje
porabe fluorokinolonov in cefalosporinov.

® Opustitev uporabe teh zdravil za rejne Zivali v preventivne namene oz. za primere, ko
bolezen $e ni klinicno izraZena.

s Antibiotiki iz skupine CIA se za rejne Zivali ne smejo uporabljati v nobenem primeru
{niti za bolne Zivali). Zelo pomembno je opuitanje uporabe kolistina. V humani
medicini se sicer dolgo {asa skoraj ni uporabljal, vendar je s pojavom proti
karbapenemom odpornih bakterij postal zelo pomembno zdravilo zadnjega izbora. V
Sloveniji {in tudi drugje v EU) je e vedno registriran za perutnino in praite, vendar je
uporaba zanemarljiva in glede na odziv veterinarjev predvidevamo, da bo v Sloveniji
njegova uporaba opustena.

e V skupino CIA mora biti uvri¢eno vsako novo protimikrobno zdravilo, razen Ce ni

razvito posebej za veterinarske namene,

Smernice za smotmo rabo protimikrobnih zdravil, ki bi lahko vplivala na odpornost tistih
bakterij, ki se prena3ajo z Zivali na ljudi, se stalno spreminjajo in prilagajajo novim znanstvenim

spoznanjem.

ZAKUUCEK

Najbolj znana in raziskana je naratajoa odpornost proti protimikrobnim zdravilom, vendar
obstaja in celo naradta tudi odpornost mikroorganizmov proti drugim protimikrobnim
snovem, kot so npr. razkutila in konzervansi. Slednji so zanesljive prisotni v Zivilski industriji,
zato ima to lahko zelo pomembne posledice za zagotavljanje varnosti v proizvodni verigi hrane
in pri zivilskih izdelkih. Zato je kljuénega pomena poznavanje pogostosti odpornih sevov, ki so
patogeni za ljudi in Zivali, pa tudi drugih mikroorganizmov vzdoli celotne proizvodne verige.
Pomembno je tudi poznavanje mehanizmov in s tem vzrokov odpornosti proti razlitnim
protimikrobnim snovem. Podobni tipi odpornosti se izraZajo pri bakterijah Clovedkega,
sivalskega in okoljskega izvora in mozen je prenos odpornih bakterij ali njihovih genov v vseh

fazah prehranske verige.
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Vzorci mesa so pogosto bolj kontaminirani kot individualni vzorci Zivali, kar je lahko posledica
naknadne kontaminacije na klavnicah in v trgovinah, zato si moramo prizadevati za izvedbo
enotnega in stalnega monitoringa glede prisotnosti vetkratno odpornih bakterij v razli€nih
vrstah Fivil. Pojav vetkratno odpornih bakterijskih sevov pri rejnih Zivalih je sicer pomemben
s stali¢a zdravja %ivali, $e bolj pa je pomemben za zagotavljanje prehranske varnosti oz.
ohranjanja zdravja Jjudi. Pri rejnih Zivalih je osebni stik s élovekom manj izraZen, vendar lahko
prihaja do prenosa odpornih bakterij (ali njihovih genov) preko hrane, kar pomeni, da se hkrati

lahko kolonizira ali okuZi vedje $tevilo ljudi.
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